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Verfahren zur direkten, zielgerichteten und reproduzierbaren genetischen Manipulation von
B.thuringiensis und,/oder B. cereus unter Verwendung der rekombinanten DNA Technologie,
dadurch gekennzeichnet, dal man B. thuringiensis und/oder B. cereus mit Hilfe eines einfachan
Transformationsverfahrens mit hoher Effizienz transformiert unter Verwendung siner
rekombinierten DNA, die fiir die vorgesehene genetische Manipulation von B, thuringiensis und/
oder B.cereus geeignet ist.

. Verfahren gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da3 man die Transformation von

B.thuringlensis und/oder B. cereus mit Hilfe einer Elektroporation durchfiihrt.

Vurfahren gemaR Anspruch 2, dadurch gekennzelichnet, daR die Transformation von

B. thuringlensis und/oder B. cereus dis folgenden VerfahrensmaRnahmen umfafit:

a) Herstellen einer Zellsuspension mit gesigneter Zelldichte in einem fiir die Anzucht von
B.thuringiensis und/oder B. cereus-Zellen geeigneten Kultivierungsmedium und bei ainer fiir
das Wachstum der Zellen ausreichenden Beliiftung;

b) Abtrennender Zellen aus der Zellsuspension und resuspendieren in einem fiir die nachfolgende
Elektroporation geeigneten Inokulationspuffer;

c¢) Zugabe einer DNA-Probe in einer fiir die Elektroporation geeigneten Konzentration;

d) Einbringen des unter Punkt b) und c) beschriebenen Ansatzes in eine
Elektroporationsanparatur;

e) Eine oder mehrere kurzzeitige Entladungen eines Kondensators tiber die Zellsuspension zur
kurzfristigen Erzeugung hoher elektrischer Feldstérken (iber einen Zeitraum, der fiir eine
Transformation von B.thuringiensis und/oder B. cereus Zellen mit rekombinanter DNA
ausreichend ist;

f) gegebenenfalls Nachinkubation der elektrooorierten Zellen;

g) Ausplattieren der elektroporierten Zellen auf einem geeigneten Selektionsmediurm; und

h) Auslesen der transformierten Zellen.

. Verfahren gemaR Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da man zur Herstellung der unter Punkt

3a) genannten Zellsuspension B.thuringiensis Sporen verwendet.

. Verfahren geman Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR man bei der unter Punkt 3e)

genannten Elektroporation tiefgefrorene Bacillus thuringiensis und/oder Bacillus cereus Zellen
verwendet.

. Verfahren gemaR Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR® man fiir die Kultivierung von

B.thuringiensis Zellen
a) komplexe Nahrmedien mit leicht assimilierbarer Kohlenstoff- und Stickstoffquelle verwendet,
wie sie Ublicherweise fiir die Kultivierung von aeroben Bacillus-Arten eingesetzt werden;
a,) gegebenenfalls zu den unter a) genannten Medien zusatzllch Vitamine und essentielle
Metallionen zusetzt; oder
b} voll- oder halbsynthetische Nahrmedien verwendet, die
b,y) eine komplexe oder aber eine definierte leicht assimilierbare Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle oder eine Kombination beider sowie
b,) essentielle Vitamine und Metallionen enthalten.
Verfahren gemaR Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da3 besagte Bacillus-Zellsuspension eine
optische Dichte von 0,1 bis 1,0 aufweist.

. Verfahren geméaR Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB3 der unter Punkt b) genannte

Inokulationspuffer ein osmotisch stabilisierter Phosphatpuffer ist.

Verfahren gemaR Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daR besagter Phosphatpuffer als
stabilisierendes Agens Zucker oder Zuckeralkohole enthélt.

Verfahren gemaR Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daR es sich bei besagtem
stabilisierendem Agens um Saccharose handelt, die in einer Konzentration von 0,1 M bis 1,0 M
vorliegt.

Verfahren gemaR Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daRk besagter Phosphatpuffer einen
pH-Wertvon pH 5,0 bis pH 8,0 aufweist. _

Verfahren gemaf Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Inkubation der Bacillus-Zellen
sowohl vor, wéhrend als auch nach der Elektroporation bei einer Temperatur zwischen 0°C und
35°C erfolgt.

. Verfahren gemaR Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR die Inkubation der Bacillus-Zellen

sowohl vor, wéihrend als auch nach der Elektroporation bei einer Temperatur zwischen 2°C und
15°C erfolgt.
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14. Ve:fahren gemafl Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daf? die Konzentration der zugegebenen
DNA-Probe 1ng bis 20 ug betrégt.

15. Verfahren gemaf Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei besagter DNA-Probe um
Vektor-DNA handelt, ' ‘

16. Verfahren gemaf Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dall manim Zuge der Elektroporatlon die
Bakterienzeilen durch kurzzeiiige Entladungen eines Kondensators (iber die l_)NA-haItlge .
Zellsuspension kurzfristig mit einer sehr hohen elektrischen Feldstérke beau’ :c'hlagt., wodurclj die
Permeabilitat der B. thuringiensis und/oder B.cereus Zellen in einer Weise crhéht wird, daf? die
Aufnahme der in der Suspension befindlichen DNA in die Bacillus Zellen erfolgt. .

17. Verfahren geméR Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daR die Feldstirkewerte 100 V/em bis 50000 V/
cm betragen.,

18. Verfahren gemaR Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daR die Feldstarkewerte 100 V/cm bis
10000V/cm betragen.

19. Verfahren gemaR Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR die exponentielle Ablingzeit des
Impulses, mit dei., die Bacillus-Zellsuspension beaufschlagt wird, in einem Bereich von etwa 2ms
und etwa 50ms lieyt. :

20. Verfahren gemaB Anspruci 3, dadurch gekennzeichnet, daR man die elektroporierten Zellen nach
einer geeigneten Nachinkubationsphase auf Festmedien ausplattiert, die einen fiir die
Selektionierung der transformierten Bacillus Zellen geeigneten Zusatz enthalten.

21. Verfahren geméafR Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daR es sich bei besagtem Zusatz um ein
fir die Selektion vor B.thuringiensis und/oder B.cereus geeignetes Antibiotikum ausgewahlt aus
“der Gruppe bestehend aus Tetrazyklin, Kanamycin, Chloramphenicol, Erythromycin handelt.

22. Verfahren gemaR Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daf es sich bei besagtem Zusatz um ein
flir die Selektion von B.thuringiencis und/oder B.cereus geeignetes chromogenes Substrat
handeit.

23. Verfahren gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die zur Transformation von
B.thuringiensis und/oder B. cereus verwendete, rekombinante DNA homologen oder heterologen
Ursprungs ist oder es sich um eine Kombination aus homologer und heterologer DNA handelt,

24, Verfahren gemafR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR besagte rekombinante DNA ein oder
mehrere Strukturgene sowie 3'- und ' flankierende, in Bacillus thuringiensis oder Bacillus cereus
oder in beiden funktionsféhige, regulatorische Sequenzen enthalt, die in operabler Weise mitdem
(den) Strukturgen(en) verkniipft sind und somit die Expression besagten(r) Strukturgens(e) in
Bacillus thuringiensis oder Bacillus cereus oder in beiden gewadbhrleisten.

25 Verfahren gemaf Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR besagtes Strukturgen ein &-
Endotoxin-Polypeptid kodiert, das natiirlicherweise in B. thuringiensis vorkommt oder aber ein
Polypeptid, das diesem im wesentlichen homolog ist, d. h. das zumindest im wesentlichen die
Toxiszitatseigenschaften eines kristallinen 3-Endotoxin-Polypeptids aus B.thuringiensis
aufweist,

26. Verfahren gemaR Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daR besagte 5-Endotoxin-kodierende
DNA-Sequenz im wesentlichen wenigstens dem Teil oder den Teilchen der natiirlichen 6-Endotoxin-
kodierenden Sequenz homolog ist, der (die) fir die insektizide Aktivitat verantwortlich ist (sind).

27. Verfahren gemaR Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daf es sich bei besagter DNA um Vektor-
DNA handelt.

28. Verfahren gemaR Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daR sich besagte Vektor-DNA von
Plasmid DNA ableitet,

29. Verfahren gemafR Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB sich besagte Vektor DNA von
Phagen DNA ableitet.

30. Verfahren gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man fiir die Transformation
bifunktionelle Vektoren verwendet, die in der Lage sind, auRer in B.thuringiensis oder dem nahe
verwandten B.cereus oder in beiden zumindest noch in eir.em oder aber in mehreren anderen
heterologen Wirtsorganismen zu replizieren und die sowohl in den homologen als auch in den
heterologen Wirtssystemen identifizierbar sind.

31. Verfahren gemaR Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daf es sich bei besagten heterologen
Wirtsorganismen um '

a) prokaryontische Organismen, ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus den Gattungen
Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Pseudomonas, Escherichia,
Agrobacterium, Salmonella, Erwinia, usw., oder

b) eukaryontische Organismen avsgewihlt aus der Gruppe bestehend aus Hefe, tierischen und
pflanzlichen Zellen, usw. handelt.
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Verfahren gemaR Anspruch 31, dadurch gekennzelchnet, daf es sich bei besagtem heterologen
Wirtsorganismus um E. coli handelt,
Verfahren gemaR Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daR ran B.thuringiensis und/oder
B.cereus miteinem bifunktionelien Vektor transformiert, der nach einem Verfahren hergestelitist,
das durch die folgenden Verfahrensschritte gekennzeichnet ist:
a) Fragmentierung von Plasmid DNA homologen sowie heterologen Ursprungs mit Hilfe
geeigneter Restriktionsenzyme; und
b) anschlieRend Verkniipfung derjenigen Fragmente, welche die fiir die Repliktation sowie die
Selektionierung in dem jeweiligen gewiinschten Wirtssystem essentiellen Funktionen
enthalten, in Gegenwart geeigneter Enzyme und zwar in einer Weise, daf die fiir die Replikation
und Selektionin den verschiedenen Wirtssystemen essentiellen Funktionen erhalten bleiben,
Verfahren gemafB Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daR man Plasmid DNA rein heterologen
Ursprungs verwendet,
Verfahren geméaf einem der Anspriiche 33 oder 34, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei
besagter
a) homologer Plasmid DNA um DNA handelt, die natiirlicherweise ir Bacillus thuringiensis oder
B.cereus vorliegt oder aber dieser im wesentlichen homolog ist,
b) heterologer Plasmid DNA um DNA handelt, die natiirlicherweise in
b1) prokaryontischen Organismen, ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus den Gattungen
Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces, Pseudomonas, Escherichia,
Agrobacterium, Salmonella, Erwinia, usw.,
b;) eukaryontischen Organismen ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Hefe, tierischen
und pflanzlichen Zellen usw.
vorliegt oder aber dieser im wesentlichen homolog ist.
Verfahren gemaR Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dafd es sich bei besagter heterologer
Plasmid DNA um eine DNA handelt, die natiirlicherweise in E. coli vorliegt oder aber dieser im
wesentlichen homolog ist.
Verfahren gemaR Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daR besagte bifunktionelle Vektoren
neben den fir die Replikation und Selektion in homologen und heterologen Wirtssystemen
essentiellen Funktionen zusétzlich noch ein oder mehrere Gen(e) in exprimierbarer Form oder
sonstige nltzliche DNA-Sequenzen besitzen, die man mit Hilfe geeigneter Enzyme in besagte
bifunktionelle Vektoren einspleifit.
Verfahren gemaR Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, dafd besagte Gene oder sonstige
niitzliche DNA Sequenzen homologen, heterologen oder synthetischen Ursprungs sind oder aber
aus einer Kombination besagter Gene oder DNA-Sequenzen bestehen.
Verfahren gemaR Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, daR besagte Gene aus einem oder
mehreren Strukturgenen sowie aus 3’ und 5’ flankierenden, in B.thuringiensis oder B. cereus oder
in beiden funktionsfahigen regulatorischen Sequenzen bestehen, die in operabler Weise mit dem
Strukturgen verknlipft sind und somit die Expression besagten Strukturgens in B.thuringiensis
oder B.cereus oder in beiden gewahrleisten.
Verfahren gemaR Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daR es sich bei besagten regulatorischen
Sequenzen um Expressionssignale handelt, die sowohl Promotor- als auch Terminatorsequenzen
sowie weitere regulatorische Sequenzen der 3’ und 5 nichttranslatierten Regionen miteinander
schlieen.
Verfahren gemaR Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dai3 besagte Expressionssignale
natirlicherweise in B. thuringiensis oder in B.cereus oder in beiden vorkommen oder daf es sich
um Mutanten und Varianten dieser natiirlichen Expressionssignale handelt, die der natiirlichen
Sequenzim wesentlichen homolog sind.
Verfahren gemaR Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, daR besagte Expressionssignale einen
Sporulations-abhangigen Promotor aus B.thuringiensis miteinschlieRen.
Verfahren gemaR Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daR besagtes Strukturgen ein 3-
Endotoxin-Polypeptid kodiert, das natiirlicherweise in B.thuringiensis vorkommt oder aber ein
Polypeptid, das diesem im wesentlichen homolog ist, d. h. das zumindest im wesentlichen die
Toxizitatseigenschaften eines kristallinen 8-Endotoxin Polypeptids aus B.thuringiensis aufweist.
Verfahren gemaR Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daR es sich bei besagtem Strukturgen
um eine natlirlicherweise in B. thuringiensis vorkommende, 5-Endotoxin kodierende DNA.-
Sequenz handelt oder aber um eine Variante einer natiirlichen DNA-Sequenz, die der
entsprechenden natiirlichen Sequenz zumindest im wesentlichen homolog ist.
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45. Verfahren gemaR Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daR besagtes Polypeptid einem &-
Endotoxin-Polypeptid aus geeigneten Unterarten von B. thuringiensis, ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus kurstaki, berliner, alesti, sotto, tolworthi, dendrolimus, tenebrionis und israelensis
im wesentlichen hecmolog ist.

46. Verfahren geméaR Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, daf3 besagte 5-Endotoxin kodierende
DNA Sequenz im wesentlichen wenigstens dem Teil oder den Teilen der natirlichen 8-Endotoxin
kodierenden Sequenz homolog ist, der (die) fiir die insektizide Aktivitat verantwortlich ist (sind).

47. Verfahren gemaR Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daB ss sich bei besagter 5-Endotoxin
kodierender DNA Sequenz um ein DNA Fragment aus B. thuringiensis var. kurstaki HDI handelt,
das sich zwischen den Nukleotiden 156 und 3623 in Formel I befindet oder aber um jedes beliebige
kirzere DNA-Fragment, das noch ein Polypeptid mit insektentoxischen Eigenschaften kodiert:

Formel |

10
GTTAACACCC

70
TCATAAGATG

130
AATTGGTATC

190
AATGCATTCC

250
TAGAAACTGG

310
AATTTGTTCC

370
GTCCCTCTCA

430
AAGAATTCGC

490
TTTACGCAGA

550
AGATGCGTAT

20
TGGGTCAAAA

80
AGTCATATG1

140
TTAATAAAAG

200
TTATAATTGT

260
TTACACCCCA

320
CGGTGCTGGA

380
ATGGGACGCA

440
TAGGAACCAA

500
ATCTTTTAGA

560
TCAATTCAAT

30
ATTGATATTT

90
TTTAAATTGT

150
AGATGGAGGT

210
TTAAGTAACC

27C
ATCGATATTT

330
TTTGTGTTAG

390
TTTCTTGTAC

450
GCCATTTCTA

510
GAGTGGGAAG

570
GACATGAACA

40
AGTAAAATTA

100
AGTAATGAAA

160
AACTTATGGA

220
CTGAAGTAGA

280
CCTTGTCGCT

340
GACTAGTTGA

400
AAATTGAACA

460
GATTAGAAGG

520
CAGATCCTAC

580
GTGCCCTTAC

50
GTTGCACTTT

110
AACAGTATTA

170
TAACAATCCG

230
AGTATTAGGT

290
AACGCAATTT

350
TATAATATGG

410
GTTAATTAAC

470
ACTAAGCAAT

530
TAATCCAGCA

590
AACCGCTATT

60
GTGCATTTTT

120
TATCATAATG

180
AACATCAATG

240
GGAGAAAGAA

300
CTTTTGAGTG

360
GGAATTTTTG

420
CAAAGAATAG

480
CTTTATCAAA

540
TTAAGAGAAG

600
CCTCTTTTTG



610
CAGTTCAAAA

670
TATCAGTTTT

730
TCAATAGTCG

790
GCTGGTACAA

850
ATAATCAATT

910
ACTATGATAG

970
CAAACCCAGT

1030
GAAGTATTAG

1090
CTCATAGAGG

1150
CGGGGCCAGA

1210
GTATTGTTGC

1270
GACCTTTTAA

620
TTATCAAGTT

680
GAGAGATGTT

740
TTATAATGAT

800
TACGGGATTA

860
TAGAAGAGAA

920
TAGAACGTAT

980
ATTAGAAAAT

1040
GAGTCCACAT

1100
AGAATATTAT

1160
ATTCACTTIT

1220
TCAACTAGGT

1280
TATAGGGATA

630
CCTCTTTTAT

690
TCAGTGTTTG

750
TTAACTAGGC

810
GAGCGTGTAT

8170
TTAACACTAA

930
CCAATTCGAA

990
TTTGATGGTA

1050
TTGATGGATA

1110
TGGTCAGGGC

1170
CCGCTATATG

1230
CAGGGCGTGT

1290
AATAATCAAC

640
CAGTATATGT

700
GACAAAGGTG

760
TTATTGGCAA

820
GGGGACCGGA:

880
CTGTATTAGA

940
CAGTTTCCCA

1000
GTTTTCGAGG

1060
TACTTAACAG

1120
ATCAAATAAT

1180
GAACTATGGG

1240
ATAGAACATT

1300
AACTATCTGT

650
TCAAGCTGCA

710
CGGATTTGAT

770
CTATACAGAT

830
TTCTAGAGAT

890
TATCGTTTCT

950
ATTAACAAGA

1010
CTCGGCTCAG

1070
TATAACCATC

1130
GGCTTCTCCT

1190
AAATGCAGCT

1250
ATCGTCCACT

1310
TCTTGACGGG

660
AATTTACATT

720
GCCGCGACTA

780
CATGCTGTAC

840
TGGATAAGAT

900
CTATTTCCGA

960
GAAATTTATA

1020
GGCATAGAAG

1080
TATACGGATG

1140
GTAGGGTTTT

1200
CCACAACAAC

1260
TTATATAGAA

1320
ACAGAATTTG
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1330 1340 1350
CTTATGGAAC CTCCTCAAAT TTGCCATCCG

1390 1400 1410
CGCTGGATGA AATACCGCCA CAGAATAACA

1450 1460 1470
GATTAAGCCA TGTTTCAATG TTTCGTTCAG

1510 1520 1530
GAGCTCCTAT GTTCTCTTGG ATACATCGTA

1570 1580 1590
CACAAATTAC ACAAATACCT TTAACAAAAT

1630 1640 1650
TTAAAGGACC AGGATTTACA GGAGGAGATA

1690 1700 1710
CAACCTTAAG AGTAAATATT ACTGCACCAT

1750 1760 1770
ACGCTTCTAC CACAAATTTA CAATTCCATA

1810 1820 1830
GGAATTTTTC AGCAACTATG AGTAGTGGGA

1870 1880 1890
TAGGTTTTAC TACTCCGTTT AACTTTTCAA

1930 1940 1950
ATGTCTTCAA TTCAGGCAAT GAAGTTTATA

1990 2000 2010
TAACCTTTGA GGCAGAATAT GATTTAGAAA

1360 1370
CTGTATACAG AANAAGCGGA

1420 1430
ACGTGCCACC TAGGCAAGGA

1480 1490
GCTTTAGTAA TAGTAGTGTA

1540 1550
GTGCTGAATT TAATAATATA

1600 1610
CTACTAATCT TGGCTCTGGA

1660 1670
TTCTTCGAAG AACTTCACCT

1720 1730
TATCACAAAG ATATCGGGTA

1780 1790
CATCAATTGA CGGAAGACCT

1840 1850
GTAATTTACA GTCCGGAAGC

1900 1910
ATGGATCAAG TGTATTTACG

1960 1970
TAGATCGAAT TGAATTTIGTT

2020 2030
GAGCACAAAA GGCGGTGAAT

1380
ACGGTAGATT

1440
TTTAGTCATC

1500
AGTATAATAA

1560
ATTCCTTCAT

1620
ACTTCTGTCG

1680
GGCCAGATTT

1740

AGAATTCGCT

1800
ATTAATCAGG

1860
TTTAGGACTG

1920
TTAAGTGCTC

1980
CCGGCAGAAG

2040
GAGCTGTTTA
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2050
CTTCTTCCAA

2110
CCAATTTAGT

2170
AGAAAGTCAA

2230
TTAGAGGGAT

2290
AAGGAGGCGA

2350
GCTATCCAAC

2410
ACCAATTAAG

- 2470
ATGCCAAACA

2550
CAAGTCCAAT

2590
GATGTACAGA

2650
ATGGCCATGC

2710
CACTAGCTCG

2060
TCAAATCGGG

2120
TGAGTGTTTA

2180
ACATGCGAAG

2240
CAATAGACAA

2300
TGACGTATTC

2360
GTATTTATAT

2420
AGGGTATATC

2480
CGAAACAGTA

2540
CGGAAAATGT

2600
CTTAAATGAG

2660
AAGACTAGGA

2720
TGTGAAAAGA

2070
TTAAAAACAG

2130
TCTGATGAAT

2190
CGACTTAGTG

2250
CTAGACCGTG

2310
AAAGAGAATT

2370
CAAAAAATAG

2430
GAAGATAGTC

2490
AATGTGCCAG

2550
GCCCATCATT

2610
GACTTAGGTG

2670
AATCTAGAAT

2730
GCGGAGAAAA

2080 2090
ATGTGACGGA TTATCATATT

2140 2150
TTTGTCTGGA TGAAAAAAAA

2200 2210
ATGAGCGGAA TTTACTTCAA

2260 2270
GCTGGAGAGG AAGTACGGAT

i

2320 2330
ACGTTACGCT ATTGGGTACC

2380 239v
ATGAGTCGAA ATTAAAAGCC

2440 2450
AAGACTTAGA AATCTATTTA

2500 2510
GTACGGGTITC CTTATGGCCG

2560 2570
CCCATCATTT CTCCTTGGAC

2620 2630
TATGGGTGAT ATTCAAGATT

2680 2690
TTCTCGAAGA GAAACCATTA.

2740 2750
AATGGAGAGA CAAACGTGAA

2100
GATCAAGTAT

2160
GAATTGTCCG

2220
GATCCAAACT

2280
ATTACCATCC

2340
TTTGATGAGT

2400
TATACCCGTT

2460
ATTCGCTACA

2520
CTTTCAGCCC

2580
ATTGATGTTG

2640
AAGACGCAAG

2700
GTAGGAGAAG

2760
AAATTGGAAT
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2770
GGGAAACAAA

2830
CTCAATATGA

2890
GCGTTCATAG

2950
CGGCTATTTT

3019
GAAATGTCAT

3070
ATGTAGATGT

3130
CAGAAGTGTC

- 3190
CGTACAAGGA

3250
ACGAACTGAA

3310
GTAATGATTA

3370
GATATGACGG

3430
AAGAAAAAGC

2780
TATTGTTTAT

2840
TAGATTACAA

2900
CATTCGAGAA

2960
TGAAGAATTA

3020
TAAAAATGGT

3080
AGAAGAACAA

3140
ACAAGAAGTT

3200
GGGATATGGA

3260
GTTTAGCAAC

3320
TACTGCGACT

3380
AGCCTATGAA

3440
ATATACAGAT

2790
AAAGAGGCAA

2850
GCGGATACCA

2910
GCTTATCTGC

2970
GAAGGGCGTA

3030
GATTTTAATA

3090
AACAACCACC

3150
CGTGTCTGTC

3210
GAAGGTTGCG

3270
TGTGTAGAAG

3330
CAAGAAGAAT

3390
AGCAATTCTT

3450
GGACGAAGAG

2800
AAGAATCTGT

2860
ACATCGCGAT

2920
CTGAGCTGIC

2980
TTTTCACTGC

3040
ATGGCTTATC

3100
GTTCGGTCCT

3160
CGGGTCGTGG

3220
TAACCATTCA

3280
AGGAAGTATA

3340
ATGAGGGTAC

3400
CTGTACCAGC

3460
ACAATCCTTG

2810
AGATGCTTTA

2870
GATTCATGCG

2930
TGTGATTCCG

2990
ATTCTCCCTA

3050
CTGCTGGAAC

3110
TGTTGTTCCG

3170
CTATATCCTT

3230
TGAGATCGAG

3290
TCCAAACAAC

3350
GTACACTTCT

3410
TGATTATGCA

3470
TGAATCTAAC

2820
TTTGTAAACT

2880
GCAGATAAAC

2940
GGTGTCAATG

3000
TATGATGCGA

3060
GTGAAAGGGC

3120
GAATGGGAAG

3180
CGTGTCACAG

3240
AACAATACAG

3300
ACGGTAACGT

3360
CGTAATCGAG

3420
TCAGCCTATG

3480
AGAGGATATG
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3490
GGGATTACAC

3550
CCGATAAGGT

3610
AATTACTICT

3670
GATTACTGAC

3730
TCACTCTTAA

3790
TTTTTTGCGA

3850
CACTACCCCC

- 3910
ATTTTTTATG

3970
TCATTTAACC

4030
ACGAAAGTTT

4090
GAGTGATTCT

4150
CCAGAAGGAC

3500
ACCACIACCA

3560
ATGGATTGAG

3620
TATGGAGGAA

3680
TTGTATTGAC

3740
AAGAATGATG

3800
AGGCTTTACT

3860
AAGTGTCAAA

3920
AATCTTTCAA

3980
CCTTCTICTTT

4040
TCAGGAAATG

4100
CTCGTTCGAC

4160
TCAATAAACG

3510
GCTGGCTATG

3570
ATCGGAGAAA

3630
TAATATATGC

3690
AGATAAATAA

3750
TCCGTTTTTT

3810
TAACGGGGTA

3870
AAACGTTATT

3930
TTCAAGATGA

3990
TGGAAGAACT

4050
AATTAGCTAC

4110
TATGCAGTCA

4170
CTTTGATAAA

3520
TGACAAAAGA

3580
CGGAAGGAAC

3640
TTTATAATGT

3700
GGAAATTTTT

¥

3760
GTATGATTTA

3820
CCGCCACATG

3880
CTTTCTAAAA

3940
ATTACAACTA

4000
CGCTAAAGAA

4060
CATATGTATC

4120
ATTACACGCC

4180
AAAGCGGTTG

3530
ATTAGAGTAC

3590
ATTCATCGTG

3650
AAGGTGTGCA

3710
ATATGAATAA

3770
ACGAGTGATA

3830
CCCATCAACT

3890
AGCTAGCTAG

3950
TTTTCTGAAG

4010
TTAGGTTTTG

4070
TGGGGCAGTC

4130
GCCACAGCAC

4190
AATTTTTGAA

3540
TTCCCAGAAA

3600
GACAGCGTGG

3660
AATAAAGAAT

3720
AAAACGGGCA

3780
TTTAAATGTT

3840
TAAGAATTTG

3900
AAAGGATGAC

3960
AGCTGTATCG

4020
TAAAAAGAAA

4080
AACGTACAGC

4140
TCTTATGAGT

4200
ATATATTTIT
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4210 4220 4230 4240 4250 4260

ICTGCATTAT GGAAAAGTAA ACTTTGTAAA ACATCAGCCA TTTCAAGTGC AGCACTCACG

4270 4280 4290 4300 4310 4320

TATTTTCAAC GAATCCGTAT TTTAGATGCG ACGATTTTCC AAGTACCGAA ACATTTAGCA

4330 4540 4350 4360

CATGTATATC CTGGGTCAGG TGGTTGTGCA CAAACTGCAG

48,

49,

50.

51.

52.

53.

54,

65,

56.

57.

58.

59.
60.

61.

Verfahren gemaR Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei besagtem bifunktionelien

Vektor um den bifunktionellen Vektor pX161 (pK 61) transformiert in B. thuringiensis var. ku staki

HDI cryB (DSM 4572) handelt. ;

Verfahren gemaR Anspruch 47, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei besagtem bifunktionellen

Vektor um den bifunktionellon Vektor pX193 (pK93), transformiert in B.thuringiensis var. kurstaki

HDI cryB (DSM 4571) und B. cereus 569K (DSM 4573) handelt,

Verfahren zur direkten, zielgerichteten und reproduzierbaren genetischen Manipulation von

B.thuringiensis und/oder B. cereus gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man

a) Gene, welche in B.thuringiensis und/oder B.cereus kloniert und gegebenenfalls exprimiert
werden sollen, zunichst isoliert;

b) dieisolierten Gene gegebenenfalls mit Expressionssequenzen, die in Racillus thuringiensis
und/oder B.cereus funktionsfahig sind, operabel verkniipft;

c) die genetischen Konstruktionen aus Abschnitt b) unter Verwendung geeigneter Vektoren in
Bacillus thuringiensis und/oder B. cereus Zellen transformiert; und

d) gegebenenfalis ein entsprechendes Genprodukt exprimiert und, sofern gewdlinscht, isoliert.

Verfahren gemaR Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daf es sich bei besagtem Gen um ein

Protoxingen aus Bacillus thuringiensis handelt.

Verfahren gemaR Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daR besagte Expressionssequenzen

einen Sporulations-abhéngigen Promotor aus Bacillus thuringiensis miteinschlieRen.

Verfahren geméaRn Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daR man Direktklonierungsvektoren

verwendet,

Verfahren gemé&fR Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daR man bifunktionelle (,Shuttle”)

Vektoren verwendet.

Verfahren geméafR Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daR man anstelle von Genen sonstige

natzliche DNA-Sequenzen in die Bacillus Zellen einschleust und dort kloniert.

Verfahren zur direkten, zielgerichteten und reproduzierbaren genetis - en Manipulation von

Bacillus thuringiensis und/oder B. cereus gemaR Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, dal man

a) die Gesamt-DNA von Bacillus thuringiensis mit Hilfe geeigneter Restriktionsenzyme verdaut;

b) aus den resultierenden Restriktionsfragmenten solche geeignete GrofRe isoliert;

c) besagte Fragmente in einen geeigneten Vektor einspleifit;

d) Bacillus thuringiensis und/oder B. cercus-Zellen mit besagtem Vektor transformiert; und

e) aus den Transformanten mit Hilfe gesigneter Screeningverfahren neue DNA Sequenzen
isoliert.

Verfahren gemaf Anspruch 56, dadurch gekennzeichnet, daR es sich bei besagtem neuen Genum

ein Protoxingen handelt.

Verfahren gemaf Anspruch 56, dadurch gekennzeichnet, daR man Direktklonierungsvektoren

verwendet.

Verfahren gemaR Anspruch 56, dadurch gekennzeichnet, da man , Shuttle” Vektoren verwendet.

Verfahren gemaB Anspruch 56, dadurch gekennzeichnet, da man zum Aufspliren neuer DNA

Sequenzen ein immunologisches Screeningverfahren verwendet.

Verfahren zur Bekdmpfung von Insekten, dadurch gekennzeichnet, daR man Insekten oder deren

Lebensraum mit

a) B. thuringiensis oder B. cereus-Zellen oder mit einem Gemisch von beiden behandelt, die mit
einem rekombinanten DNA-Molekiil transformiert sind, das ein Strukturgen enthalt, welches
fiir ein 3-Endotoxin-Polypeptid kodiert, das natlirlicherweise in B. thuringiensis vorkommt oder
aber ein Polypeptid, das diesem im wesentlichen homolog ist; oder aber
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b) mit zellfreign Kristallkdrperpréparaten, die ein Protoxin enthalten, das von besagton
transformierten Bacillus-Zellen produziert wird.
Verfahren gemaB Anspruch 57, dadurch gekennzeichnet, da man insektizide Gemische
verwendaet, bestehend aus transformierten, labenden oder toten B. thuringiensis und/oder B.
cereus Zellen geméR Abschnitt a) sowie aus zellfreien Kristallkorperpréparaten, die ein Protoxin
enthalten, das von besagten transformierten Baclllus Zellen produziert wird, gemaf Abschnitt b).
Verfahren gemals einem der Anspriiche 61 oder 62, dadurch gekennze:chnet, fa es sich bei
besagtem rekombinanten DNA-Molekdl um einen bifunktionellen Vektor gen 43 einern der
Anspriche 33 bis 47 handelt.
64. Verfahren gemal einem der Anspriliche 61 bis 63, dadurch gekennzeichnet, daf’ es sich um
Insekten der Orc nung Lepidoptera, Diptera oder Coleoptera handelt.
65. Verfahren gemaf Anspruch 64, dadurch gekennzeichnet, daf3 es sich um Insekten der Ordnung
Lepidoptera handslt.
66. Mittel zur Bekdmpfung von Insekten, dadurch gekennzeichnet, daf es neten den (iblicherweise
verwendeten Tragermitteln, Verteilungsmitteln oder Trager- und Verteilungsmitteln
a) B.thuringiensis oder B. cereus Zellen od sr ein Gemisch besagter Bacillus-Zellen enthélt, die mit
einem rekombinanten DNA-Molekiil transformiert sind, das ein Strukturgen enthéit, welches
tir ein 8-Endotoxin-F olypeptid kodiert, das natiirlicherweise in B. thurii'ensis vorkon.mt oder
aber ein Polypeptid, das diesen im wesentlichen homolog ist; oder aber
b) zellfreie Kristallkbrperpréaparate, die ein Protoxin enthalten, das von besagten transformierten
Bacillus-Zellen produziert wird.
67. Mittel zur Bekdmpfung von Insekten gemafl Anspruch 66, dadurch gekennzeichnet, daf3 es neben
den tblicherweise verwendeten Tragermitteln, Verteilungsmitteln oder Trager- und
Verteilungsmitteln insektizide Gemische enthélt, bestehend aus transformierten, lebenden oder
toten B. thuringiensis und/oder B.cereus Zellen gemaR Abschnitt a) sowie aus zellfreien
Kristallkérperpraparaten, die ein Protoxin enthalten, das von besagten transformierten Bacillus
Zellen produziert wird, gemaR Abschnitt b).
Mittel gemaR einem der Anspriiche 66 oder 67, dadurch gekennzeichnet, daf3 es sich bei besagtem
rekombinanten DNA-Molekul um einen bifunktionellen Vektor gemaR einem der Anspriiche 33 bis
47 handelt.
69. Verwendung von B. thuringiensis und/oder B. cereus, dadurch gekennzeichnet, dal sie als gener :lle
Wirtsorganismen fir die Klonierung und Expression homologer sowie inshesondere auch
heterologer DNA oder einer Kombination aus homologer und heterologer DNA einyesetzt werden.

62

63

68

Hierzu 9 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren, welches erstmals eine direkte und zielgerichtete genetische Manipulation
von Bacillus thuringlensis sowie dem nahe verwandten B. cereus mit Hilfe der rekombinantien DNA-1echnolngie ermdéglicht,
basierend auf einem effizienten Transformationsverfahren fiir besagte Bacillus-Spezies.

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die Konstruktion von Plasmiden und ,shuttle”-Vektoren sowie die damit
transformierten B, thuringiensis- und/oder B. cereus-Stimmae selbst.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Einschleusung und gegebanenfalls Expression
von Genen oder sonstigen niitzlichen DNA Sequenzen in Baclllus thuringlensis und/oder Baclilus cereus, inskesondere aber ain
Verfahren zur Einschleusung und Expression von Protoxingenen.

Ebenfalls umfaBt von der vorliegenden Erfindung i:t ein Verfahren zur direkten Klonieruing sowie gegebenenfalls zur Expression
und Identifizic;ing neuer Gene oder sonstiger nitzlicher DNA-Sequenzen in Bacillus thuringiensis und/oder Bacillus cereus,
wodurch erstmals die Moglichkeit besteht, Genbanken direkt in Bacillus (huringien-Is und/oder Bacitlus cereus zu etablieren und
doit zu exprimieren.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Bacillus thuringiensis gehdrtzur groBen Gruppe der gram-positiven, aesroben, Encdosporen bildenden Bakterien. Im Unterschied
zu den sehr nahe verwandten Bacillus Arten, B. cereus und B. anthracls, produziert die Mehrzahl der bisher bekanrien

B. thuringiensis-Spezies im Verlaufe ihrer Sporulation einen paraspolaren EinschluRkérper, der aufgrund seiner kristallinen
Struktur allgemein auch als Kristallk3rper bezeichnet wird. Dieser Kristallkorper ist aus insektizid wirksamen kristallinen
Protoxin-Proteinen, dem sogenannter: 5-Endotoxin, zusammengesetzt,

Diese Pioteinkristalle sind fiir die Insektentoxizitit von . thuringiensis verantwortlich. Das 8-En-i >toxin entfaltet seire
insektizide Aktiviiat jedoch erst nach der oralen Aufnahmn des Kristallkérpars und dessen Auflosung in, alk Jlischen Darmsaft der
Zielinsektsn sowie der Freisetzung der eigentlichen toxischen Komponente aus dem Protoxin durch limitierte Proteolyso
aufgrund der Einwirkung von Proteasen aus dem Verdauungstrakt der Insekten.
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Die &-Endotoxine der verschisdenen B, thuringlensis-Stémme zeichnen sich durch ihre hohe Spezifitat gegentiber bestimmten
Zielinsekten, insbesond :re gegeniiber verschiedenen Lepidopteren-, Coleopteren- und Dipterenlarven sowie durch ihre grofe
Wirksamkeit aus. Weitere Vonrteile, die bei der Verwendung der 5-Endotoxine von B, thuringier.sis eine Rolle spielen, liegen in der
offensichtlichen Schwierigkeit fiir die Zielinsekten begriindet, Resistenzen gegen das kristalline Protein zu entwickeln, sowie in
der Unschidlichkeit der Toxine gegeniiber Menschen, anderen Sugetieren, Vogeln, Fischen oder Insekten, mit Ausnahme der
oban genannten Zielinsekten.

Das insektizide Potential der B. thuringlensis-Protoxine wurde schon sehr frih erkannt. Bereits seit Ende der 20er Jahre werden
B.thuringiensis-Praparate als Bioinsektizide zur Bekémpfung verschiedener, durch Insekten verursachter Erkrankungen von
Kulturpflanzen eingesetat. Mit der Entdeckung von B. thuringlensis var. israelensis durch Goldberg/1/ and Margalit (1977) sowie
B.thuringlensis var, tenebrionis durch Krieg/2/ et al (1983) konnte das Anwendungsspektrum von B. thuringlensis sogar auf
Miicken- und Kéferlarven ausgedshnt werden.

Mit der Einfiihrung der Gentechnologie und den sich daraus ergebenden neuen Mogiichkeiten hat das Gebiet der
B.thuringlensis- Toxine einen neuen Aufschwung erfahren,

So gehdrt die Klonierung von §-Endotoxingenen in fremden Wirtsorganismen wie beispielsweise in E. coli bereits zur Routine.
Das hat dazu gefiihrt, dafl mittlerweile die DNA-Sequenzen einer ganzen Reihe von 5-Endotoxingenen bekannt sind (z.B.
Schnepf, H.€./3/ and Whiteley, H.R., 1981; Klier, A./4/ et al, 1982; Geiser, M./5/ et al, 1986; Haider, M.Z./6/ et al, 1987).

Die meisten B. thuringiensis-Arten enthalten mehrere Gene, die sin insektizid wirksames Protein kodieren. Diese Gens, die nur
withrend der Sporu'ationsphase exprimiert werden, sind in der Mehrzahl der Fille auf groRen (ibertragbaren Plasmiden (30 bis
150Md) lokalisiert und kénnen daher sehr einfach zwischen den verschiedenen B.thuringlensis-Stdmmen sowie zwischen
B.thuringiensis und B.cereus ausgetauscht werden, sofern diese kompatibel sind {Gonzalez, J. M./7/ et al, 1982),

Die Protoxingene voti B. thurlnglensis var. kurstaki gehdre~ 1u einer Familie verwardter Gene, von denen verschiedens beraits
kloniert und sequentiert wurden. Diese Arbeiten wurden in erster Linie in einem E. coli-Klonierungssystera durchgefiihrt.

Die Klonierung von B. thuringlensis-Genen war somit bisher im wesentlichen auf einige wenige und susschlie8lich hoterologe
Wirtssysteme beschrinkt, von denen das E. coli-System das am besten untarsuchte und verstandene ist.

Mittlerweile sind jedoch auch Berichta tiber eine erfolgreiche Klonierung und Expression ven Protoxingenen in anderen
Wirtssystemen bekannt geworden, wie z.B. in B, subtilis (Klier, A./4/ et al, 1982), Pseizdomonas fluorenszens (Obukowicz, M.G./
8/ et al, 1986), sowie Saccharomyces cerevisiae (EP 0238441), Auch der Einbau urd die Expression des 5-E:idotoxingenes in
pflanzliche Wirtszellen sind inzwischen gegliickt (EP 0292435},

Bei der Klonierung in E. coli wird die Tatsache ausgeniitzt, dal manche Protoxi ygene zusétzlich zu den gram-positiven
Promotoren zufilligerweise auch einen E. coli-dhnlichen Promotor enthaltan. Diese promotorghnlichen DNA-Sequenzen
machen es moglich, daR die s.thuringlensis Protoxingene auch in heterologen Wirtssystemen exprimiert werden kénnen,
sofern diese in der Lage sinq, die oben erwihnten Kontrollsequenzen zu erkennen.

Die exprimiertun Protoxinprotsine konnen dann, nach Aufbrechen der Wirtszellen, mit Hilfe bekannter Verfahren isoliert und
identifiziert werden.

Es hat sich zwischenzeitlich aber gezeigt, daB nicht in allen Fallen E.coli-ahnliche Promotoren in Protoxinaenen vorhanden sind
{Donovan/9/ et al, 1988), so daR bisher nur ganz bestimmte Protoxingene, welche die zuvor genannten Voraussetzungen
erfiillen, in heterologen Wirtssystemen exprimierbar und damit identifizierbar sind.

Die Klonierung von Genen auerhalb des natiirlichen Wirtsorganismus sowie die V 2rwendung dieser Stdrame in der Praxis als
Bioinsektizide sind somit mit einer Reihe 2um Teil gravierender Nachteile verbunden:

a) Eine Expression von B. thuringienis-Protoxingenen ist nur in bestimmten Féllen méglich.

b) Es erfolgtim allgemeinen keine oder aber nur eine geringe Sekretion von exprimierten Fremdproteinen.

¢} Eine korrekte Faltung der 8-Endotoxine istim reduzierenden Milieu von heterologen Wirtszellen nicht immer gewéhrleistat,
was eine unerwiinschte Anderung der spezifischen Aktivitit oder des Wirtsbereiches der Toxine zur Folge haben kann.

d) Falls eine Expression (iberhaupt stattfindet, so sind die Expressionsraten der klonierten Fremdgene unter den nativen
Expressionssequenzen zumeist nur gering.

Schnepf/3/ und Whitley/10/ (1981; 1985) schitzen, dafl das in E.coli klonierte B. thuringiensis-Toxin nur 0,5% bis 1% des
gesamten Zellproteins von E. coli ausmacht, wohingegen das Kristallprotein in B, thuringiensis zwischen 30% und 40% des
Trockengewichts sporulierender Kulturen betrédgt. Diese gravierenden Unterschiede in den Expressionsraten sind
méglicherweise auf das Fehlen von sporulationsspezifischen Kontrollsignalen in den heterologen Wiitssystemen sowie auf
Schwierigkeiten be: der Erkennung der B. thuringlensis-Promotoren und/oder Problemen bei der post ranslationalen
Modifikation des Toxinmolekiils durch den Fremdwirt zuriickzufihren.

e) Viele der allgemein zur Expression verwendeten Wirtsstamme sind toxikologisch nicht so unbedenklich wie B. thuringiensis
und B. cereus,

f) B.thuringiensis und B. cereus bilden einen natiitlichen Hauptbestandteil der mikrobirllen Bodenflora, was flir die meisten der
allgemeinen zur Expression verwendeten Wirtsstimme nicht zutrifft.

Diese zuvor genannten Probleme und Schwierigkeiten kénnten dbervsunden werden, wenn es geldnge, besagte B, thuringiensis-
Gene direkt im homologen Wirtssystem zu klonieren, wo die nattrlichen gram-positiven Promotoren der Protoxingene zur
Expression ben{itzt werden kdnnen,

Esexistie taber bisherkein Verfahren, das B. thuringiensis, dieses aus kommerzieller Sicht so wichtige Bakterium, einer direkten
genetischen Modifizierbarkeit zuganglich macht und damit beispielsweise eine effiziente Wiedereinschleusung eines klonierten
Protoxingens in einen B. thuringiensis-Stamm ermdglicht.

Der Grund hierfiir ist in erster Linie darin zu sehen, daf} es bisher nicht gelungen ist, ein effizientes Transformationssystem fiir
B.thuringlensis sowie den nahe verwandten B, cereus zu entwickeln, welches hinreichend hohe Transformationsraten
gewihrleistet und somit die Anwendung bereits etablierter IDNA-Techniken auch auf B. thuringiensis ermdglicht.

Die bisher verwendeten Verfahren zur Herstellung neuer B. thuringiensis-Stamrne mit neuen insektiziden Eigenschaften
basieren vornehmlich auf dem konjugalen Transfer von Plasmid kodierten Protoxingenen.

Eine erfolgre.che Wiedereinschleusung eines klonierten B, thuringiensis-Kristallproteingens in B, thuringiensis ist bisher erstin
einem einzigen Fall beschrieber, {Klier, A./11/ et al, 1983), wobei aber auch hier, in Ermangelung eines geeigneten
Transformationssystems fiir B. thuringiensis, auf den konjugalen Transfer zwischen B. subtilis und B. thuringiensis
2uriickgegriffen werden muBte. Auch bei diesem von Klier et al beschriebenen Verfahren wird E. coli als Zwischenwirt
verwendet.
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Die konjugalen Transfer-Verfahren weisen jedoch eino ganze Reihe von gravierenden Nachteilen auf, die sie fiir eine

routinem#Rige Anwendung zur genetischen Modifikation von B. thuringlensis und/oder B. cereus ungesignet erscheinen lassen.

a) Der konjugale Transf3r von Plasmid kodierten Prutoxingenen ist nur zwischen B. thuringlensis-Stammen bzw. zwischen
B.cereus und B. thuringlensis-Stammen méglich, die kompatibel miteinander sind.

b) Bei konjugalem Plasmidtransfer awischen weiter entfernten Stémmen wird haufig nur eine geringe Transferfrequenz erzielt.

¢) Esgibtkeine Mdglichkeit, die Expression der Protoxingene zu regulieren oder zu modifizieren,

d) Es gibt keine Mdglichkeit, das Gen selbst zu modifizieren.

e) BeiAnwesenheit mehrerer Protoxingene in einem Stamm kann die Expression einzelnar Gene aufgrund des sog. Gen-Dosis-
Effektes stark reduziert sein.

f} Eskann zum Auftreten von instabilitdten kommen aufgrund siner méglichen homolegen Rekombination verwandter
Protoxingene.

Alternative Trarzformationsverfahren, die beispielsweise bei vielen grampositiven Organismen mittlerweile routinemaBig

Anwendung finden, erwiesen sich sowohl bei B. thuringlensis als auch bei B. cereus als ungeeignet.

Zu den vorgenannten Verfahren gehdrt 2. B. die direkte Transformation von Bakterienprotoplasten mit Hilfe der

Polyethylenglykolbehandlung, die bei vielen Streptomyces-Stimmen (Bibb, J.J./12/ et al, 1978) sowie bei B, subtllis (Chang, S.,

and Cohen, S.N.,/3/ 1979), B. megaterium {Brown, B.J., and Carlton, B.C.,/14/ 1980}, Streptococcus factis (Kondo, J.K., and

McKay, L.L.,/15/ 1984), S. faecalis (Wirth, R./16/ et al), Corynebacterium glutamicum (Yoshihama, M./17/ et al, 1985) sowie

zahlreichen anderen gram-positiven Bakterien erfolgreich angewendet wurde.

Fiir die Anwendung dieses Verfahrens mussen die Bakterienzellen zunéchst protoplastisiert werden, d. h., die Zellwinde werden

mit Hilfe lytischer Enzyms verdaut.

Eine weitere Voraussetzung fiir die erfolgreiche Anwendung dieses direkten Transformationsverfahrens bilden die Expression

der neu eingefihrten genetischen Information sowie die Regeneration der transformierten Protoplasten auf komplexen

Festmedien, bevor eine erfolgrsiche Transformation z.B. mit Hilfe eines Selektionsmarkers nachgewiesen werden kann,

Dieses Transformationsverfahren erwies sich fiir B. thuringlensis und den nahe verwandten B. cereus als ungeeignet. Aufgrund

der hohen Resistenz der B. thuringlensis-Zellen gegeniiber Lysozym und der nur mangelhaften Regenerierbarkeit der

Protoplasten zu intakten zellwandhaltigen Zellen bleiben die erreichbaren Transformationsraten gering und schwierig zu

reproduzieren (Alikhanian, S.J./18/ et al, 1981; Martin, P.A./19/ et al, 1981; Fischer, H.-M./20/ et al, 1984).

Mitdiesem Verfahren lassen sich daher héchstens sehr einfache Plasmide, die fiir die Arbeit mit rekombinanter DNA ungeeignet

sind, mit geringer ‘requenz in B. thuringiensis- oder B. cereus-Zellen einschleusen.

Einzelne Berichte liber zufriedenstellende Transformationsraten, die mit Hilfe des zuvor beschriebenen Verfahrens errcicht

werden konnten, beruhen auf der Ausarbeitung sehr aufwendiger Opiimierungsprogramme, die aber immer nur konkret fiir

einen bestimmten B.thuringiensis-Stamm anwendbar sind und mit einem hohen Aufwand ar Zsit und Kosten verbunden sind

(Schall, D./21/,1986), Diese Verfahren sind daher fiir eine routinemafige Anwendung im industriellem MaBstab ungesignet.

2Ziel der Erfindung

Mit der Erfindung wird ein neuartiges Verfahren zur direkten, zielgerichteten und reproduzierbaren genetischen Manipulation
von B. thuringlensis und/oder B. cereus zur Verfiigung gestelit. Bei dem Verfahren kommen einfache, zum Teil bekannte
Verfahrensschritte zur Anwendung.

Darlegung des \Wesens der Erfindung,

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, neue Verfahren zu entwickeln, die B. thuringiensis oder den nahe verwandten B. cereus
einer direkten genetischen Modifizierbarkeit zugénglich machen, und damit beispielsweise eine Klonierung von Protoxingenen
im natiirlichen Wirtssystem ermaglichen. Dennoch ist es bisher nicht gelungen, die bestehenden Schwierigkeiten und Probleme
zufriedenstellend zu l6sen. :

Zur Zeit stehen weder geeignete Transformationsverfahren zur Verfiigung, die eine schnelle effiziente und reproduzierbare
Transformation von B.thuringlensis und/oder B.cereus mit ausreichend hoher Transformationsfrequenz ermdglichen, noch
sind geeigne'e Klonierungsvektoren verfiigbar, die eine Anwendung der fiir andere bakteriellc Wirtssysteme bereits etablierten
rekombinanten DNA-Techniken auch auf B, thuringlensis erlauben. Dies trifft in gleicher Waeise auch fiir B.cereus zu.

Diese Aufgabe konnte jetzt iiberraschenderweise im Rahmen der vorliegenden Erfindung durch die Anwendung einfacher, zum
Teil bekannter VerfahrensmaBnahmen gelést werden.

Erfindungsgemif wird somit ein neuartiges Verfahren, welches basierend auf der rekombinanten DNA-Technologie erstmals
eine direkte, zielgerichtete und reproduzierbare genetische Manipulation von B. thuringiansis sowie von B. cereus erméglicht,
indem man Bacillus thuringlensis und/oder Bacillus cereus mit Hilfe eines einfachen Transformationsverfahrens mit hoher
Effizienz transformiert, unter Verwendung einer rekombinanten DNA, die fiir die vergesehene genetische Manipulation von
Bacillus thuringiensis und/oder Bacillus cereus geeignet ist.

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Yerfahren zur Einschleusung, Klonietung und Expression von Genen oder
sonstigen niitzlichen DNA-Sequenzen, insbesondere aber von Protoxingenen, in B. thuringiensis und/oder B. cereus, das sich
dadurch kennzeichnet, da man

a) besagte Gene oder DNA isoliert;

b) dieisolierten Gene oder DNA gegebsnenfalls mit Exprossionssequenzen, die in Bacillus thuringlensis und/oder B. ceteus
funktionsfahig sind, operabel verkniipft;

c) die genetischen Konstruktionen aus Abschnitt b) unter Verwendung geeigneter Vektoren in Bacillus thuringlensis und/oder
B. cereus-Zellen transformiert und

d) gegebenenfalls ein entsprechendes Genprodukt exprimiert und, sofern gewiinscht, isoliart.

Ebenfalls umfait von der vorliegenden Erfindung ist eine direkte Methode zur Kionierung, Expression und ldentifizierung von
Genen oder sonstigen niitzlichen DNA-Sequenzen, insbesondere aber von Protoxingenen, in B. thuringiensis und/oder

B. cereus, das sich dadurch kennzeichnet, dal man
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a) die Gesamt-DNA von Baclllus thuringlensis mit Hilfe gesigneter Restruktionsenzyme verdaut;

b) aus den resultierenden Restriktionsfragmenten solche geeigneter GroRe isoliert;

¢) besagte Fragmente in einen goeigneten Vektor einspleifit;

d) Bacillus thuringlensis und/oder B. cereus-Zellen mit besagtem Vektor transformiert und

8) ausden Transformanten mit Hilfe gesigneter Screeningverfahren neue DNA-Sequenzen aufspiirt und gegebenenfalls isoliert,
Neben Strukturgenen kénnen selbstverstindlich auch beliebige andere nitzliche DNA-Sequenzen in dem erfindungsgemiBen
Verfahren verwendet werden, wie 2.B. nichtkodierende DNA-Sequenzen, die eine regulatorische Funktion aufweisen, wie 2.8,
‘anti-sense-DNA.

Das erfindungsgeméfe Verfahren eroffnet damit eine Vislzah! neuer Maglichkeiten, die sowohl unter wissenschaftlichen als
auch unter kommerziellen Gesichtspunkten von aulerordentlichem Interesse sind.

So ist es beispielsweise nunmehr erstmals maglich, Aufschliisse iiber die Regulation der 5-Endotoxin-Synthese, insbesondere
im Hinblick auf die Sporulation, auf der genetischen Ebene 2u gewinnen.

Auch die Frage, an welcher Stelle des Toxinmolekiils sich der (die) fiir die Insektentoxizitit verantwortliche(n) Abschnitt(e)
befindet(n) und inwieweit diese(r) auch mit der Wirtsspezifitat in Zusammanhang steht{en), sollte sich jetzt kldren lassen.

Die Kenntnisse der molekularen Organisation der varschiedenen Toxinmolekiile sowie der diese Molekiile kodierenden
Toxingens aus den verschiedenen B.thurlnglensis-Spezies ist von auBerordentlichem praktischen Interesse fiir eine gezielte
genetische Manipulation dieser Gene, die mit Hilfe des erfindungsgeméRen Verfahrens nunmehr erstmals maglich wird,

Das neue erfindungsgemiBe Verfahren erlaubt neben einer gezielten Modifikation der 5-Endotoxin-Gene selbst auch die
Manipulation der die Expression dieser Gene kontrollierenden regulatorischen DNA-Sequenzen, wodurch sowohl die
spezifischen Eigenschaften der 5-Endotoxine wie z.B. ihi s Wirtsspezifitat, ihr Resorptionsverhalten u. a. gezielt verandert als
auch ihre Produktionsraten gesteigert werden kénnen, z. 3. durch den Einbau von stérkeren und effizienteren Promotor-
Sequenzen.

Durch gezielte Mutation ausgewahlter Gene oder Subgene In vitro gelangt man somit zu neuen B.thuringlensis- und/oder
B.cereus-Varianten.

Eine weitere Méglichkeit zur Konstruktion neuer B.thuringlensis- und/oder B.cereus-Varianten besteht im Zusammenspleilen
von Genen oder Genabschnitten, die aus verschiedenen B. thuringlensis-Quellen stammen, wodurch B.thuringlensis- und/oder
B. cereus-Stdmme mit einem erweiterten Anwendungsspektrum entstehen. Auch synthetisch oder halb-synthetisch hergestelite
Toxingene kdnnen auf diese Weise fiir die Konstruktion neuer B.thuringiensis- und/oder B. cereus-Varietiten verwendet
werden.

Dariiber hinaus ermadglicht das erfindungsgemiRe Verfahren aufgrund der starken Erhéhung der Transformationsfrequenz
sowie der Vereinfachung des Verfahrens zum erstenmal die Erstellung von Genbanken sowie ein schnelles Screening von
modifizierten und neuen Genen in B.thuringlensls und/oder B. cereus.

Insbesondere erméglicht das erfindungsgemifRe Verfahren jetzt erstmals eine direkte Expression von 3enbanken in
8.thuringlensls und/oder B. cereus sowie die Identifizierung neuer Protoxingene in B. thuringiensls mit Hilfe bekannter,
vorzugsweise immunologischer oder biologischer Verfahren.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Verfahren, das basierend auf einer staixen Erhéhung der Effizienz der
B.thuringlensls-/B. careus-Transformation gegeniiber vorbekannten Verfahren erstmals eine direkte genctische Modifikation
des B.thuringlensis- und/oder B. cereus-Genoms méglich macht.

Im einzelnen betrifft die vorliegande Erfindung ein Verfahren zur Transformation von B.thuringlensis und/oder B, cereus durch
Einschleusung rekombinanter DNA, insbesondere von Plasmid- und/oder Vektor-DNA, in B.thuringlensis- und/oder B. cereus-
Zellen mit Hilfe der Elektroporation.

Bevorzugt ist dabei ein Verfahren zur Transformation von B.thuringlensis und/oder B.cereus mit 5-Endotoxin kodierenden
DNA-Sequenzen sowie DNA-Sequenzen, die fiir ein Protein kodieren, das im wesentlichen die insektentoxischen Eigenschaften
besagter B.thuringiensis Toxine aufweist.

Ein weiterer Gegenstand vorliegender Erfindung betrifft die Expressionvon DNA-Sequenzen, die sin 5-~ndotoxin kodieren oder
aber ein Protein, welches zumindestim wesentlichen die insektentoxischen Eigenschaften des B.thuringlensis-Toxins aufweist,
in transformierten B. thuringiensis und/oder B. cereus-Zellen.

Ebenfalls umfaft von der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung bifunktioneller Vektoren, sogenannte
~Shuttle”-Vektoren, fiir B. thuringiensis und/oder B. cereus sowie die Verwendung besagter ,shuttle”-Vektoren zur
Transformation von B. thuringiensis- und/oder B. cereus-Zellen.

Bevorzugtist die Kanstruktion bifunktioneller Vektoren, die auBer in B.thuringiensis und/oder B. cereus in einem oder mehreren
anderen, heterologen Wirtssystemen, insbesondere aber in E. coli-Zellen replizieren,

hm besonderen betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung von ,shuttie”-Vektoren fiir B.thuringlensis
und/oder B.cereus, die eine DNA-Sequenz enthalten, die ein 8-Endotoxin-Polypeptid kodiert, das natiirlicherweise in
B.thuringiensis vorkommt, oder aber zumindest ein Polypeptid, das diesem im wesentlichen homolog ist, d. h. das zumindest im
wesentlichen die insektentoxischen Eigenschaften des B.thuringiensis-Toxins aufwaist. Ebenso umfaft von der vorliegenden
Erfindung ist die Verwendung dieser , shuttle”-Vektoren zur Transformation von B.thuringlensis- und/oder B. cereus-Zellen
sowie die Expression der auf besagten , shuttle”-Vektoren vorhandenen DNA-Sequenzen, insbesondere derjenigen DNA-
Sequenzen, die fir ein 5-Endotoxin aus B.thuringiensis kodieren oder aber zumindest fiir ein Protein, das im wesentlichen die
insektentoxischen Eigenschaften der 8. thuringiensis-Toxine aufweist.

Ebenso umfaBt von der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung von B, thuringiensis und/oder B. cereus als generelle
Wirtsorganismen fiir die Klonierung und Expressicn homologer sowie insbesondere auch heterologer DNA oder einer
Kombination aus homologer und heterologer DNA.

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung betrifft  ,zuvor niher charakterisierten Plasmide und ,shuttle”-Vektoren selbst,
deren Verwendung zur Transformation von B.thuringiensis und/oder B.cereus sowie die mit diesen transformierten
B.thuringlensis- und B. cereus-Zellen selbst.

Besonders bevorzugtim Rahmen dieser Erfindung sind die bifunktionellen {.shuttle”)-Vektoren pXI61 (= pk61) und pX193

(= pk93), die, transformiert in B.thuringiensis var. kurstaki HD 1 cryB bzw. B. cereus 569K, bei der als Internationale
Hinterlegungsstelle anerkannten , Deutschen Sammlung von Mikroorganismen* (Braunschweig, BRD) gemiR den
Bestimmungen des Budapester Vertrages unter der Nummer DSM4573 (DSM 4572, transformiert in B. thuringiensis var. kurstaki
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HD 1 cryB) baw. DSM4571 (pX193, transformiert in B. thuringlensis var. kurstaki HD 1 cryB) und DSM4573 (pX193, transformiertin

B.cereus 5€3K) hinterlegt worden sind.

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung neue B.thurlnglansis- und 8, coreus-Varietiten, die mit einer DNA-Sequenz

transformiert sind, welche ein 5-Endotoxin aus B.thuringlensls kodiert und experimiert oder aber zumindest ein Protein, das im

wesentlichen die toxischen Eigenschaften der B. thuringlensis-Toxine aufweist,

Die transformierten B. thuringlensis- und B. cereus-Zellen sowie die von dissen produzierten Toxine kdnnen zur Herstellung

insektizider Mittel verwendet werden, die einen weiteron Gegenstand der vorliegenden Erfindung darstellen.

Ebenso um‘aBt sind Verfahren sowie Mittel zur Bekimpfung von Insekten unter Verwendung der zuvor niher charakterisierten

transformierten B.thuringlensis- und/oder B.cereus-Zellen sowie zellfreie Kristallké,rper- (5-Endotoxin) Priiparate, welche die

von besagten transformierten Bacillus-Zellen produzierten Protoxine enthalten.

Im folgenden soll eine kurze Beschreibung der Abbildungen gegeben werden.

Abbildung 1: Transformation von E.coli HB101 mit pBR322 {0) und *B. thuringlensis HD1 cryB mit pBC16 (+) (A Anzahl der
(iberlebenden *HD 1 cryB-Zellan).

Abbildung 2: EinfluB des Alters einer *B.thuringlensis HD 1 cryB-Kultur auf die Transformationsfrequenz.

Abbildung 3: EinfluB des pH-Wertes der PBS-Pufferlésung auf die Transformationsfrequenz,

Abbildung 4: EinfluR der Saccharosekonzentration der PBS-Pufferldsung auf die Transformationsfrequenz,

Abbildung 6: Abhéngigkeit awischen der Anzahl der Transformanten und der Menge an pro Transformation eingesetzter DNA,

Abbildung 6: Vereinfachte Restriktionskerte des , shuttle”-Vektors *pX|61, Der schraffierte Balken kennzeichnet die vom
gram-positiven p8C 16 stammenden Sequenzen, der Rest stammt vom gram-negativen Plasmid pUCS.

Abbildung 7: Vereinfachte Restriktionskarte von *pX193. Der schtaffierte Balken kennzeichnet das Protoxin-Strukturgen (Pfei,
Kurhd 1) und die 5’- und 3"- nichtkodierenden Sequenzen. Der restliche nichtschraffierte Teil stammt vom
«shuttle”-Vektor *pXi61.

Abbildung 8: SDS (Sodiumdodecylsulfat}/Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Extrakten sporulierender Kulturen von
*B.thuringlensls HD 1 cryB, B.cereus 569K und ihren Derivaten.
(1: *HD1 cryB (pX193), 2: *HD1 cryB (pXI61), 3: *HD1 cryB, 4: HD 1, LBG B-4449, 5: *B. cereus 569K {pX1937,6:
569K}

a) Comassie-gefarbt, M: Molekulargewichtsstandard, MG: Molekulargewicht (Dalton), Pfeil: Position des 130000-

Dalton-Protoxins.

b) Western blot des gleichen Gels, versetzt mit polyklonalen Antikérpern gegen das K-1-Kristallprotein von
B.thuringlensis HD 1.
Das Auffinden positiver Banden erfolgte mit Hilfe von markierten Anti-Ziegen-Antikorpern. Pfeil: Position des
130-006-Dalton-Protoxins. Weitere BandenR Abbauprodukte des Protoxins.

Abbildung 9: Transformation von B. subtilis LBG B-4468 mit pBC 16 Plasmid-DNA mit der fiir B.thuringlensis optimierten
Elektroporationsmethode. .
{o: Transformanten/pg Plasmid DNA,; «: Lebendkeimzahl/ml)

* Die im Prioritatsdokument fiir die Benennung der Plasmide gewahlte interne Bezeichnung pK wurde fir die Auslandsfassung durch dis offiziell
anerkannte Bezeichnung pXl ersstat.

Auch die Bezeichnung fir die im Rahmen der Ausfiihrungsbeispisle verwendete asporogene B.thuringlensis HD 1-Mutante wurde von cryB nach
cryB gedndert.

Ein wesentlicher Aspekt vorliegender Erfindung betrifft ain neuartiges Transformationsverfahren fiir B.thuringiensis und
B.careus, das auf der Einschleusung von Plasmid-DNA in B.thuringiensis- und/oder B.cereus-Zellen unter Anwendung der an
sich bekannten Elektroporationstechnologie beruht,

Nachdem bis 2um Zeitpunkt der vorliegenden Erfindung alle Versuche gescheitert waren, die bei anderen bakteriellen
Wirtssystemen bereits etablierten Transformationsverfahren auch auf B, thuringiensis und den nahe verwandten B. cereus zu
ibertragen, konnte jetztim Rahmen dieser Erfindung durch die Anwendung der Elektroporationstechnologie sowie begleitender
MaRnahmen ein iiberraschender Erfolg erzielt werden.

Dieser Erfolg muB insbesondere auch deshalb als Giberraschend und unerwartet angesehen werden, als von Seiten einer
sowjetischen Gruppe (Shivarova, N./22/ et al., 1983) bereits zu einem fritheren Zeitpunkt Elektroporationsversuche an

B. thuringiensis-Protoplasten durchgefiihrtwurden, die erreichten Transformationsfrequenzen aber so geringwaren, dafd dieses
Verfahren in der Folge als unbrauchbar fiir eine B.thuringlensis-Transformation angesehen wurde und infolgedessen keine
weitere Beachtung mehr fand.

Aufbauend auf Untersuchungen der fiir eine Elektroporation von B.thuringiensis- und/oder B.cereus-Zellen kritischen
Verfahrensparameter konnte jetzt iiberraschenderweise ein Transformationsverfahren entwickelt werden, das in idealer Weise
an die Bediirfnisse von B.thuringiensis und B.cereus angepaRt ist und zu Transformationsraten fiihrt, die in einem Bereich
2wischen 10° und 10° Zellen/pg Plasmid-DNA liegen, insbesondere aber in einem Bereich zwischen 10° und 107 Zellen/pg
Plasmid-DNA.

Annéghernd gleich hohe Transformationsraten mit Werten zwischen 10? und maximal 10° Transformanten/ug Plasmid-DNA,
konnten bisher nur mit dem bei Schall/21/ (1986) beschriebenen PEG- (Polyethylenglykol-) Transformationsverfahren erzielt
werden. Hohe Transformationsraten bleiben jedoch auf diejenigen B.thuringiensis-Stimme beschrinkt, fiir die das PEG
Verfahren in sehr zeitaufwendigen Optimierungsstudien spezifisch angepalRt wurde, was dieses Verfahren fiir eine praktische
Anwendung als ungesignet erscheinen 148t

Dariiber hinaus erweisen sich diese Verfahren in der Praxis in vielen Fallen als nicht oder aber nur schlecht reproduzierbar.

Im Gegensatz dazu handelt es sich bei dem vorliegenden erfindungsgemaBen Verfahren um ein prinzipiell auf alle
B.thuringiensis- sowie B. cereus-Stamme anwendbares Transformationsverfahren, das weniger zeitaufwendig, rationeller und
somit effizienter ist als die traditionellen PEG-Transformationsverfahren.

Sokénnen in dem erfindungsgemiRen Varfahren beispielsweise ganze, intakte Zellen eingesetzt werden, wodurch die
zeitaufwendige und fiir B. thuringiensis sowie B. cereus kritische Protoplastierung sowie die anschlieRende Regeneration auf
komplexen Ndhrmedien entfillt.

e
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Dariiber hinaus kann bei Anwendung der PEG-Verfahren die Durchfiihrung der notwendigen Verfahrensmafinahmen bis zu
siner Woche beanspruchen, wihrend mit dem erfindungsgemé&Ren Transformationsverfahren die transformierten Zellen
innerhalb weniger Stunden {in der Rege! iiber Nacht) erhéltlich sind.

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemifen Verfahrens betrifft die Anzahl von B.thuringlensls- und/cder B.cereus-Zellen, die

pro Zeiteinheit transformiert werden kann.

Wihrend bei den traditionellen PEG-Verfahren nur kleine Aliquots gleichzeitig ausplattiert werden kénnen, um eine Hemmung

der Regeneration durch ein zu dichtes Wachstum der Zellenzu vermeiden, kénnen bei Anwendung der Elektroporationstechnik

grofie Mengen an B.thuringiensis- und/oder B.cereus-Zellen gleichzeitig ausplattiert warden.

Dies srméglicht den Nachweis von Transformanten auch bei sehr kleinen Transformationsfrequenzen, was mit den

vorbeschriebenen Verfahren nicht oder aber nur mit erheblichem Aufwand méglich ist.

Dariber hinaus gentigen bereits DNA-Mengen im Nanogramm-Bereich, um zumindest einiga Transformanten zu erhalten.

Dies ist ganz besonders dann von Bedeutung, wenn ein sehr effizientes Transformationssystem bendtigt wird, wie

beispielsweise bei der Verwendung von DNA-Material aus E. coll, was aufgrund eines stark ausgepriigten Restriktionssystemsin

B.thuringlensis-Zellen gegeniiber B.thuringlensis-DNA zu sinar Reduktion der Transformationsfraquenzen um den Faktor 10°

fithren kann.

Das erfindungsgemiRe Transformationsverfahren, da im wesentlichen auf der an sich bekannten Elektroporationstechnologie

basient, ist durch die folgenden spezifischen Verfahrensraanahmen charakterisiert:

a) Herstellen einer Zellsuspension mit geeigneter Zelldichte in eingm fiir die Anzucht von B.thuringlensis-Zellen geeigneten
Kultivierungsmedium und bei einer fiir das Wachstum der Zellen ausreichenden Beluftung;

b) Abtrennen der Zellen aus der Zellsuspension und resuspendieren in einem fiir die nachfolgende Elektroporation geeigneten
Inokulationspuffer;

¢) Zugabe einer DNA-Probe in einer fiir die Elektroporation ge-igneten Konzentration;

d) Einbringen des unter Punkt b) und c) beschriebenen Ansatzes in eine Elektroporationsapparatur;

e) eine oder mehrere kurzzeitige Entladungen eines Kondensators liber die Zellsuspension zur kurzfristigen Erzeugung hoher
elektrischer Feldstirken Gber einen Zeitraum, der fiir eine Transformation von B. thuringlensis- und/oder B. cereus-Zellen mit
rekombinanter DNA ausreichend ist;

f) gegebenenfalls Nachinkubation der elektroporierten Zellen;

g) Ausplattieren der elaktroporierten Zellen auf einem geeigneten Selektionsmedium und

h) Auslesen der transformierten Zellen.

In einer spezifischen und im Rahmen dieser Erfindung bevorzugten Ausfiihrungsfarm des erfindungsgeméBen Verfahrens

werden die B.thuringlensis-Zellen zunéchst in einem geeigneten Nahrmedium bei auciaichender Beliiftung und bei einer

geeigneten Temperatur, vorzugsweise von 30°C bis 35°C, inkubiert, bis eine optische Dichte (ODsso) von 0,1 bis 1,0 erreicht ist.

Das Alter der fiir die Elektroporation vorgesehenen Bacillus-Kulturen hat einen deutlichen Einfluld auf die

Transformationsfiequenz. Besonders bevorzugtist daher eine optische Dichie der Bacillus-Kulturen von 0,1 bis 0,3, insbesondere

aber von 0,2, Es sei jedoch darauf hingewiesen, daB sich auch mit Baclllus-Kulturen aus anderen Wachstumsphasen,

insbesondere auch mit Ubernachtkulturen gute Transformationsfrequenzen erzielen lassen {siehe Abbildung 2).

Als Ausgangsmaterial verwendet man in der Regel frische Zellen odar Sporen, es kann aber ebensogut auch auf tiefgefrorenes

Zellmaterial zuriickgegriffen werden. Dabei handelt es sich vorzugsweise um Zellsuspensionen von B. thuringiensis- und/oder

B. cereus-Zellen in geeigneten Fliissigmedien, welchen vorteilhafterweise ein bestimmter Anteil eines ,Frostschutzmittels”

zugesetzt wird.

Gesignete Frostschutzmittel sind in erster Linie Gemische von osmotisch aktiven Komponenten und DMSO in Wasser oder einer

geeigneten Pufferlésung. Weitere geeignete Komponenten, die fiir eine Verwendung in Frostschutzmittelldsungen in Frage

kommen, umfassen Zucker, mehrwertige Alkohole, wie z. B. Glycerin, Zuckeralkohole, Aminosduren und Polymere, wie z.B.

Polyethylenglykol.

Geht man von B.thuringiensis-Sporen aus, so werden diese zunéchstin einem geeigneten Medium inokuliertund tiber Nacht bei

einer geeigneten Temperatur, vorzugsweise von 25°C bis 28°C, und ausreichender Beliiftung inkubiert. Dieser Ansatz wird

anschlieBend verdiinnt und in der oben beschriebenen Weise weiterbehandelt.

Zur Induktion der Sporulation bei B. thuringiensis kénnen alle Medien verwendet werden, die eine solche Sporulation

hervorrufen. Bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist ein GYS-Medium nach Yousten, A.A., und Rogoff, M.H./23/, (1969).

Der Sauerstoffeintrag in das Kultivierungsmedium erfolgt in der Regel durch Bewegen der Kulturen, 2.B. auf einer

Schiittelmaschine, wobei Umdrehungsgeschwindigkeiten zwischen 50 Upm und 300Upm bevorzugt sind.

Die Kultivierung von B.thuringiensis-Sporen sowie vegetativer Mikroorganismenzellen im Rahmen der vorliegenden Erfindung

erfolgt nach bekannten, allgemein gebriuchlichen Methoden, wobei aus Griinden der Praktikabilitit vorzugsweise flissige

Ni#hrmedien verwendet werden.

Die Zusammensetzung der Nahrmedien kann je nach verwendetem B.thuringiensis- bzw. B. cereus-Stamm leicht variieren.

Allgemein werden komplexe Medien mit wenig definierten, leicht assimilierbaren Kohlenstoff- (C-) und Stickstoff- (N-) Quellen

bevorzugt, wie sie tiblicherweise fiir die Kultivierung aerober Bacillus-Arten eingesetzt werden.

Zusitzlich werden Vitamine und essentielle Metallionen benétigt, die aber in der Regel in den verwendeten komplexen

Nihrmedien in ausreichender Konzentration als Bestandteile bzw. Verunreinigungen enthalten sind.

Gegebenenfalls kdnnen besagte Bestandteile wie z.B. essentielle Vitamine sowie Na*-, K™, Cu?*-, Ca?*-, Mg?*-, Fe®*-, NH,®-,

PO -, S0 -, Ci"-,CO;* -lonen und die Spurenelemente Cobalt und Mangan, Zink u. a.in Formihrer Salze zugesetzt werden.

Als besonders geeignete Stickstoffquellen sind neben Hefe-Extrakten, Hefe-Hydrolysaten, Hefe-Autolysaten sowie Hefe-Zellen

vor allem Sojamehl, Maismehl, Hafermehl, Edamin (enzymatisch verdautes Lactalbumin), Pepton, Caseinhydrolysat,

Maisablaugen sowie Flgischextrakte zu nennen, ohne daB3 der Erfindungsgegenstand durch diese beispielhafte Aufzdhlung in

irgendeiner Weise eingeschrénkt werden soll.

Die bevorzugte Konzentration fiir die genannten N-Quellen liegt zwischen 1,09/l und 20g/1.

Als C-Quellen kommen in erster Linie Glucose, Lactose, Sucrose, Dextrose, Maltose, Stérke, Carelose, Cellulose sowie

Malzextrakt in Frage. Der bevorzugte Konzentrationsbersich liegt zwischen 1,0g/1 und 20g/l.

Neben komplexen Nahrmedien kénnen selbstverstandlich auch halb- oder vollsynthetische Medien verwendet werden, die die

oben niher bezeichneten Nahrstoffe in gseigneter Konzentration enthalten.
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AuBer dem im Rahmen dar vorliegenden Erfindungen bevorzugt verwendeten LB-Medium kénnen auch alle anderen, fiir die
Kultivierung von B. thuringiensis und/oder B. cereus geeigneten Kulturmedien verwendet werden, wie z.B. Antibiotic Medium 3,
SCGY-Madium u.a. Die Aufbewahrung sporulierter B, thuringlensis-Kulturen erfolgt bevorzugterweise auf GYS-Medien
(Schrégagar) bei einer Temparatur von 4°C,

Nachdem die Zallkultur die gewiinschte Zelldichte erreicht hat, werden die Zellen mit Hilie einer Zentrifugation geerntet und in
ainer geaigneten Pufferldsung suspendiert, die zuvor vorzugsweise mit Eis gekiihit wird,

Die Temperatur erwies sich im Laufe der Untersuchungen als nicht kritisch und ist daher in einem weiten Bareich frei wihlbar,
Bevorzugt ist ein Temperaturbereich von 0°C bis 35°C, vorzugsweise von 2°C bis 15°C und ganz besonders bevorzugt von 4°C,
Die Inkubationsdauer der Bacillus-Zellen vor und nach der Elektroporation hat nur geringen Einflul auf die erreichbare
Transiormationsfrequenz {siehe Tabelle 1). Einzig eine (iberlange Inkubation fiihrt zu einer Abnatime der
Transformationshaufigkeit. Bevorzugt ist eine Inkubationszeit von 0,1 bis 30 Minuten, insbesondere von 10 Minuten. Die
Temperatur erwies sich im Laufe der Untersuchungen als nicht kritisch und ist daher in einem waiten Bereich frei wihlbar,
Bevorzugt ist ein Temperaturbereich von 0°C bis 35°C, vorzugsweise von 2°C bis 15°C und ganz besonders bevorzugt von 4°C,
Dieser Vorgang kann einmal bis mehrmals wiederholt werden. Besonders geeignete Pufferlésungen im Rahmen dieser
Erfindung sind osmotisch stabilisiarte Phosphatpuffer, die als stabilisierendes Agens Zucker, wie z.B. Glucose oder Saccharose,
oder Zuckeralkohole, wie z.B. Mannit, enthalten und auf pH-Werte von 5,0 bis 8,0 eingestelit sind. Ganz besonders bevorzugt sind
Phosphatpuffer vom PBS-Typ mit einem pH-Wert von 5,0 bis 8,0, vorzugsweise von pH 5,5 bis 6,5, die Saccharcse als
stabilisierendes Agens in einer Konzentration von 0,1 M bis 1,0M, vorzugsweise aber von 0,3M bis 0,5 M, enthalten (siehe
Abbildungen 3und 4). !

Aliquots dor suspendierten Bacillus-Zellen werden anschlieBend in Klivetten oder beliebige andere, gasignete GeféRe tiberfiihrt
und miteinar DNA-Probe fiir einen geeigneten Zeitraum, vorzugsweise fiir einen Zeitraum von 0,1 bis 30 Minuten, insbesondere
aber von 5 bis 15 Minuten, und bei einer geeigneten Temperatur, vorzugsweise bei einer Temperatur vor. 0°C bis 35°C,
insbesondere aber bei einer Temperatur von 2°C bis 15°C und ganz besonders bevorzugt bei einer Temperatur von 4°C,
gemeinsam inkubiert.

Beim Arbeiten mit tiefen Temperaturen ist es vorteilhaft, bereits vorgekiihite Kiivetten oder beliebige andere, gesignete und
vorgekiihlte Gefale zu verwenden.

Zwischender Anzahl transformierter Zellen und der bei der Elektroporation verwendeten DNA-Konzentration besteht (iber einen
waeiten Bereich ein linearer Zusammenhang, wobei die Anzahl transformierter Zellen mit steigender DNA-Konzentration
zunimmt {siehe Abbildung 5). Die im Rahmen diesey Erfindung bevorzugte DNA-Konzentration liegt in einem Bereich zwischen
1ng
und 20pg. Besonders bevorzugt ist eine DNA-Kcnzentration von 10ng bis 2 ug.

Danach wird der gesamta Ansatz enthaltend B. thuringiensis- und/oder B.cereus-Zellen sowie Plasmid-DNA oder eine andere
geeignete DNA-Probe in eine Elektroporationsapparatur und einer Elektroporation unterzogen, d. h. kurzzeitig einem elektrischen
Impuls ausgeselat.

Elektroporationsapparaturen, die fiir eine Verwendung in dem erfindungsgeméfen Verfahren geeignet sind, werden
mittlerweile bereits von verschiedenen Herstellern angeboten, wie 2.B. der Fa. Bio Rad (Richmond, CA, USA; ,,Gene Pulser
Apparatus*), Biotechnologies and Experimental Research, Inc. (San Diego, CA, USA; ,BTX Transfactor 100"), Promiga (Madison,
WI, USA; ,X-Cell 2000 Electroporation System*), usw.

Selbstverstindlich kann in dem erfindungsgemaBen Verfahren auch jedes beliebige andere geeignete Gerit verwendet
werden,

Es kdnnen dabei verschiedene Impulsformen verwendet werden, so z.B. Rechteckimpulse oder aber exponentiell abklingende
Impulse.

Letztere sind im Rahmen dieser Erfindung bevorzugt. Sie kommen durch die Entladung sines Kondensators zustanda und sind
charakterisiert durch einen zunéchst sehr raschen Anstieg der Spannung sowie durch eine sich anschlieBende exponentielle
Abklingphase als Funktion aus Widerstand und Kapazitanz. Die Zeitkonstante RC gibt ein MaR fiir die Linge der exponentiellen
Abklingzeit. Sie entspricht derjenigen Zeit, die bendtigt wird, um die Spannung auf 37% der Ausgangsspannung {V,) abklingen
2u lassen.

Ein fiir die Beeinflussung der Bakterien-Zelle entscheidender Parameter betrifft die Starke des elektrischen Feldes, mit dem die
Zellen beaufschlagt werden und das sich aus dem Verhaltnis von angelegter Spannung und dem Abstand der Elektrodenplatten
berechnet.

Ebenfalls von grofer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die exponentielle Abklingzeit, die sowoh! von der Konfiguration
der verwendsten Apparatur (z.B. der Kapazitdt des Kondensators) als auch von anderen Para netern abhingt, wie z.8. der
Zusammenhang der Pufferlésung oder den eingesetzten Volumina der fiir die Elektroporation vorgesehenen Zellsuspension.
So hat es sich beispielsweise im Verlaufe der Untersuchungen gezeigt, daB eine Reduktion des Volumens der fir die
Elektroporation vorgesehenen Zellsuspension um die Haifte zu einer Erh6hung der Transformationsfrequenz um den Faktor 10
fiihrt.

Eine Verlangerung der exponentiellen Abklingzeit tiber eine Optimieruny der verwendeten Pufferlosung resultiert ebenfalls in
einer deutlichen Erhohung der Transformationsfrequenz.

Alle MaBnahmen, die zu einer Verlangerung der exponentiellen Abklingzeit und in der Folge zu einer Erhéhung der
Transformationsfrequenz fiihren, sind daher im Rahmen dieser Erfindung bevorzugt.

Die im Rahmen des erfindungsgeméaRen Verfahrens bevorzugte Abklingzeit liegt zwischen etwa 2ms und etwa 50ms,
insbesondere aber zwischen etwa 8ms und etwa 20 ms. Ganz besonders bevorzugt ist eine exponentielle Abklingzeit von etwa
10ms bis etwa 12ms,

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden die Bakterienzellen durch kurzzeitige Entladung(en) eines Kondensators {iber die
DNA-haltige Zellsuspension kurzfristig mit sehr hohen elektrischen Feldstarken beaufschlagt, wodurch die Permeabilitat der
B.thuringiensis-Zellen kurzfristig und reversibel erhéht wird. Die Elektroporationsparameter werden im Verlaufe des
erfindungsgemaRen Verfahrens in einer Weise aufeinander abgestimmt, daR eine optimale Aufnahme der im
Elektroporationspuffer befindlichen DNA in die Bacilius-Zellen gewéhrleistet ist.

Die Kapazitétseinstellung am Kondensator betrigtim Rahmen dieser Erfindung vorteilhafterweiss 1 uF bis 250 uF, insbesondere
aber 1 tF bis 50 uF und ganz besonders bevorzugt 25 uF. Die Wanl der Ausgangsspannung ist in weiten Bereichen unkritisch und
daher frei wihlbar. Bevorzugt ist eine Ausgangsspannung Vg von 0,2kV bis 50kV, insbesendere aber von 0,2V bis 2,5kV und
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ganz basonders bevorzugt von 1,2kV bis 1,8kV. Der Abstand der Elektrodenplatten héngt u.a. ab von der Dimensionierung der
Elektroporationsapparatur, Er betréigt vorteilhafterweise zwischen 0,1c¢m und 1,0cm, vorzugsweise zwischen 0,2cm und 1,0cm.
Besonders bevorzugt ist ein Plattenabstand von 0,4cm. Aus dem Abs’ and der Elektrodenplatten und der am Kondensator
aingestellten Ausgangsspannung ergeben sich die Feldstarkewerte, dic auf die Zellsuspension einwirken, Diese liegen
vortailhaftarweise in einem Bereich zwischen 100V/cm und 50000V/cm. Besonders bevorzugt sind Feldstédrken von 100V/cm
bis 10000 V/cm, insbesondere aber von 3000V/cm bis 4500V/cm.

Die Feinabstimmung der frei wihtbaren Parameter, wie 2. B. Kapazitit, Ausgangsspannung, Plattenabstand usw. hdngt bis zu
einem gewissen Grad von der Architektur der verwendeten Geriite ab und kann daher von Fall zu Fall in bestimmten Grenzen
variieren, Die angegebenen Grenzwerte kdnnen daher in gewissen Féllen auch iiber- oder unterschritten werden, sofern dies
zum Erreichen optimaler Feldstirkewerte erforderlich sein sollte.

Der eigentliche Elektroporationsvorgang kann einmal bis mehrmals wiederholt werden, bis eine fiir das jeweilige System
optimale Transformationsfrequenz erreicht ist.

Im Anschlu® an die Elektroporation kann vorteilhafterweise eine Nachinkubation der behandelten Bacillus-Zellen durchgefihrt
waerdan, vorzugsweise fir einen Zeitraum von 0,1 bis 30 Minuten, bei einer Temperatur von 0°C bis 35°C, vorzugsweise von 2°C
bis 15°C. AnschlieBend warden die elektroporierten Zell :n mit einem geeigneten Medium verdinnt und nochmals fiir einen
geeigneten Zeitraum, vorzugsweise von 2 bis 3 Stunden, unter ausreichender Belliftung und bei einer geeigneten Temperatur,
vorzugsweise von 20°C bis 35°C, inkubiert.

AnschlieBend werden die B. thuringlensis-Zsllen auf Festmedien ausplattiert, die ein fiir die Selektion der neu in die
Bakterienzelle eingefiihrten DNA-Sequenzen geeignetes Agens als Zusatz enthalten. Je nach Art der verwendeten DNA kann es
sich bei besagten Agenzien z.B. um antibiotisch wirksame Verbindungen, um Farbstoffe u.a, handeln, Besonders bevorzugtim
Rahmen dieser Erfindung fiir die Selektion von Baclllus thuringlensis- und/oder B.cereus-Zellen sind Antibiotika, ausgewéhli
aus der Gruppe bestehend aus Tetracyclin, Kanamycin, Chloramphenicol und Erythromycin,

Ebenfalls bevorzugt sind chromogene Substrate, wie 2.B. X-gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galaktosid), die anhand einer
spezifischen Farbreaktion nachgewiesen werden kénnen.

Andere phanotypische Marker sind dem Fachmann bekannt und kénnen ebenfalls im Rahmen dieser Erfindung verwendst
werden.

Es kénnen dabei bsliebige, fiir die Kukivierung von B.thuringlensis-Zellen geeignete Ndhrmedien verwendet werden, denen
eines der iiblicherweise verwendeten Verfestigungsmedien, wie z.B. Agar, Agarose, Gelatine u.a. zugesetzt wird.

Die zuvor im einzelnen fir B.thuringlensis beschriebenen Verfahrensparameter sind in gleicher Weise auch auf B.cersus-Zellen
anwendbar.

Das zuvor beschriebene erfindungsgemaRe Verfahren zur Transformation von B.thuringlensis bzw. B.cereus bleibt nicht, wie
die bisher im Stand der Technik zur Verfiigung stehenden Verfahren, auf die Verwendung von bestimmten natiirlicherweise in
B.thuringiensis und/oder B.cereus vorkommenden Plasmiden beschrénkt, sondern ist fir alle Arten von DNA anwendbar,
Somit ist es nunmehr erstmals maglich, B.thunglensis und/cder B.cereus gezielt zu transformieren, wobei neben homologer,
d.h. natiirlicherweise in B. thuringlensls oder cem nahe verwandten B. cereus vorkommender Plasmid-DNA, auch Plasmid-DNA
heterologen Ursprungs verwendet werden kann.

Dabei kann es sich sowohl um Plasmid-DNA handeln, die natiirlicherweise in einem anderen Organismus als B. thuringlensis
oder dem nahe verwandten B, cereus vorkommt, wie beispielsweise die Plasmide pUB110 und pC194 aus Staphylococcus
aureus {Horinouchi, S., und Weisblum, B./24/, 1982; Polak, J., und Novick, R.P./?",/, 1982) sowie das Plasmid pIMI3 aus
B.subtilis(Mahler, J. und Halvorson, H.0./26/, 1980), die in der Lage sind, in B.thuringiensis und/oder B. cereus zu replizieren, als
auch um hybrida Plasmid-DNA, die mit Hilfe der rekombinanten DNA-Technologie aus homologer Plasmid-DNA oder aus
heterologer Plasmid-DNA oder aber aus einer Kombination von homologer und heterologer Plasmid-DNA konstruiert wird.
Letztgenannte hybride Plasmid-DNA ist besser geeignet fiir die Arbeiten mit rekombinanter DNA als die natiitliche Isolate.
Beispielshaft seien hier die Plasmide pBD84 (/27/ Gryczan T et al, 1980), pBD347, pBD348 sowie pUB1664 genannt, ohne dadurch
jedoch den Gegenstand vorliegender Anmeldung in irgendeiner Weise zu beschrénken.

Von besonderer Bedeutung fiir die Durchfilhrung von Klonierungsexperimenten bei verschiedenen B. thuringlensis- baw.
B.cereus-Stimmen diirften die fiir B. subtllis bereits etablisrten Klonierungsvektoren, wie beispielsweise pBD64, sein.

Neben Plasmid-DNA kann im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch jede beliebige andere DNA in B.thuringiensis bzw.
B.cereus transformiert werden. Die transforii .erte DNA kann dabei entweder autonom oder integriert im Chromosom
replizieren. Dabei kann es sich beispislsweise um eine Vektor-DNA hardeln, die sich nicht von einem Plasmid, sondern von
einem Phagen ableitet.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Eriindung betrifft die Konstruktion von bifunktionellen Vektoren {,shuttle”-
Vektoren).

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Konstruktion und Verwendung von bifunktionellen {hybriden) Plasmid-
Vektoren, sogenannten ,shuttie”-Vektoren, die in der Lage sind, auBer in B.thuringiensis oder dem nahe verwandten B.cereus
in einem oder aber in mehreren heteroloegen Wirtsorganismen zu replizieren und die sowohl in homologen als auch in
heterologen Wirtssystomen identifizierbar sind.

Als heterologe Wirtsorganismen sind im Rahmen dieser Erfindung alle diejenigen Organismen zu verstehen, die nichtin die
Gruppe B. thuringlensis/B. cersus gehéren und die in der Lage sind, eine sich selbst replizierende DNA stabil zu erhalten.

Als heterologe Wirtsorganismen konnen gemaR obiger Definition somit sowoh! prokaryontische als auch eukaryontische
Organismen fungieren. Beispielhaft seien an dieser Stelle als Vertrater aus der Gruppe der prokaryontischen Wirtsorganismen
einzelne Vertreter aus den Gattungen Bacillus, wie z. B. B, subtilis oder B.megaterium, Staphylococcus, wie z. B. S.aureus,
Streptococcus, wie z.B. Streptococcus faecalis, Streptomyces, wie z.B. Stroptomyces spp., Pseudomonas, wie z.B.
A.tumefaciens oder A.rhizogenas, Salomcnella, Erwinia, usw. genannt. Aus der Gruppe der eukaryontischen Wirte sind in erster
Linie Hefen sowie tierische und pflanzliche Zellen zu nennen. Diese beispielhafte Aufzdhlung ist nicht abschlieBend und sell den
Gegenstand der vorliegenden Erfindung in keiner Weise limitieren. Dem Fachmann sind weitere geeignete Vertreter aus der
Gruppe der prokaryontischen und eukaryontischen Wirtsorganismen bekannt.

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind 8. subtilis oder B. megaterium, Pseudomonas spp. und insbesondere
E.coli aus der Gruppe der prokaryontischen Wirte sowie Hefen und tierische oder pflanzliche Zellen aus der Gruppe der
eukaryontischen Wirte.
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Ganz besonders bevorzugt sind bifunktionelle Vektoren, die in der l.age sind, sowohl in B.thuringlensis- und/oder B. cersus-
Zeller: als auch in E, coli zu replizieren.
Ebenso umfaft von der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung besagter bifunktioneller Vektoren zur Transformation von
B.thuringiensis und B.cereus.
Die Konstruktion von ,shuttle“-Vektoren erfolgt mit Hilfe der rekombinanten DNA-Technologie, wobei Plasmid- und/oder
Vektor-DNA homologen (B.thuringlensls, B. ceraus) sowie heterologen Ursprungs zunéchst mit Hilfe von geeigneten
Restriktionsenzymaen geschnitten werden und anschlieRend diejenigen DNA-Fragmente, welche die fiir die Replikation in dem
jewailigen gewiinschten Wirtssystem essentiellen Funktionen enthalten, in Gegenwart geeigneter Enzyme wieder miteinander
verkniipft werden.
Als Quelle fiir Plasmid- und/oder Vektor-DNA heterologen Ursprungs kénnen die zuvor genannten heterologen
Wirtsorganismen dienen.
Die Verkniipfung der verschiedenen DNA-Fragmente muB in einer Weise erfolgen, dal die fiir die Replikation in den
varschiedenen Wirtssystemen essentiellen Funktionen erhalten bleiben.
Daneben kann selbstverstandlich auch Plasmid- und/oder Vektor-DNA rein heterologen Ursprungs fiir die Konstruktion von
.shuttle”-Vektoren verwendet werden, wobei aber zumindest einer der heterologen Fusionspartner DNA-Abschnitte enthalten
muB, die eine Replikation im homologen B.thuringiensis-/B. cereus Wirtssystem ermdglichen.
Als Quelle von Plasmid- und/oder Vektor-DNA heterologen Ursprungs, dia dennoch in der Lage ist, im B.thuringiensis-/
B.cereus-Wirtssystem zu replizieren, seien an dieser Stelle beispislhaft einige Vertreter aus der Gruppe der gram-positiven
Bakterien genannt, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den Gattungen Staphylococcus, wie z.B. Staphylococcus aureus,
Streptococcus, wie 2. B. Streptococcus fasca!ls, Bacillus, wie z. 8. Bacillus megaterium oder B.subtilis, Straptomyces, wie z.8.
Streptomyces spp. usw. Neben den hier beispielhaft aufgeziihlten Vertretern aus der Gruppe dei gram-pasitiven Bakterien gibt
es sine ganze Reihe waiterar Organismen, die in dem erfindungsgeméfBen Verfahren verwendet werden kénnen und die dem
Fachmann bekannt sind.
Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Herstellung bifunktioneller aktoren, die fiir
die Transformation von B.thuringiensis und/oder B. cereus geeignet sind, das sich dadurch kennzeichnet, dad man Plasmid-DNA
homologen sowie heterologen Ursprungs zunéchst
a) it Hilfe geeigneter Restriktionsenzyme in Fragmente zerlegt und
b) anschlieRend diejenigen Fragmente, welche die fiir die Replikation sowie die Selektionierung in dem jeweiligen gewlinschten
Wirtssystem essentiellen Funktionen enthalten, in Gagenwart geeignster Enzyme wieder miteinander verkn(pft und zwar in
einer Weise, daB die fiir die Replikation und Selektion in den verschiedenen Wirtssystemen essentiellen Funktionen erhalten
bleiben.
Auf diese Weise entstehen bifunktionelle Plasmide, die neben den fiir eine Replikation in B.thuringeinsis oder B.cereus
notwendigen Funktionen weitere DNA-Sequenzen enthalten, die die Replikation in zumindest einam weiteren heterologen
Wirtssystem sicherstellen,
Um eine schnelle und effiziente Selektionierung der bifunktionellen Vektoren sowohl in homologen als auchim (in) heterologen
Wirtssystem({en) zu gewihrleisten, ist es vorteilhaft, besagte Vektoren mit spezifischen Selektionsmarkern zu versehen, die
sowohlin B.thuringiensis und/oder B. careus als auch in dem(n) heterologen Wirtssystem(en) brauchbar sind, d. h. eine schnelle
und unkomplizierte Selektionierung erméglichen. Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Verwendung
Antibiotikaresistenzen kodierender DNA-Sequenzen, insbesondere von DNA-Sequenzen, die fiir Resistenzen gegentiber
Antibiotika ausgewihit aus der Gruppe bestehend aus Kanamycin, Tetracyclin, Chloramphenicol, Erythromycin u.a. kodieren.
Ebenfalls bevorzugt sind Gene, die Enzyme mit einem chromogenen Substrat, wie z.B. X-gal (5-Brum-4-chlor-3-indolyl-B-D-
galaktosid), kodieren. Die transformierten Kolonien kénnen dann sehr einfach anhand einer spezifischen Farbreaktion
nachgewiesen werden.
Andere phinotypische Markergene sind dem Fachmann bekannt und kdnnen ebenfalls im Rahmen dieser Erfindung verwendet
werden.
Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Konstruktion von _.shuttle”-Vektoren, die neben DNA-Sequenzan, die
eine Replikation in B.thuringiensis oder B. cereus oder in beiden Wirtssystemen erlauben, auch solche DNA-Abschnitte
enthalten, die fiir eine Replikation in weiteren bakteriellen Wirtssystemen, wie beispielsweise in B.subtilis, B. megaterium,
Pseudomonas spp., E.coli usw. notwendig sind.
Ebenfalls bevorzugt sind , shuttle”-Vektoren, die einerssits sowohl in B, thuringiensis oder B. cereus oder in beiden replizieren,
als auch andererseits in eukaryontischen Wirtssystemen ausgewihit aus der Gruppe bestehend aus Hefe, tierischen und
pflanzlichen Zellen u. a.
Ganz besonders bevorzugt ist die Konstruktion von ,shuttle”-Vektoren die neben DNA-3equenzen, die fiir die Replikation
lsesagter Vektoren in B. thuringlensis oder B. cereus oder in beiden Systemen notwendig sind, auch solche DNA-Sequenzen
enthalten, die eine Replikation besagter ,shuttle”-Vektoren in E.coli ermdglichen.
Beispiele solcher Ausgangsplasmide fiir die Konstruktion ven ,shuttle”-Vektoren fiir das B.thuringiensis-B. cereu.s/ E. soli-
System, die aber in keiner Weise als limitierend angesehen werden dirfen, sind das B.cereus-Flasmid pBCl16 sowie das vom
E.coli-Plasmid pBR322 abgeleitete Plasmid pUCB (Vieira, J., und Messing, J./28/, 1982).
Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft bifunktionelle {,shuttle”-} Vektoren, die neben den fir die
Replikation und Selektion in homologen und heterologen Wirtssystemen essentisllen Funktionen zusétzlich noch ein oder
mehrere Gene in exprimierbarer Form cder sonstige niitzliche DNA-Sequenzen enthalten. Ebenfalls umfalRtvon dieser Erfindung
sind Verfahren zur Herstellung dieser Vektoren, die dadurch gekennzeichnet sind, da® man besagte Gene oder sonstigen
niitzlichen DNA-Sequenzen mit Hilfe geeigneter Enzyme in diese bifunktionellen Vektoren einspleilt.
Mit Hilfe der erfindungsgeméRen ,shuttle”-Vektoren sowie des zuvor beschriebenen Transformationsverfahrens ist es somit
jetzt erstmals moglich, auBerhalb von B.thuringlensis-Zellen, in einem fremden Wirtssystem klonierte DNA-Sequenzen mit
hoher Effizienz in B. thuringiensis- und/oder B. cereus-Zellen zu transformieren.
[amit kénnen jetzt erstmals Gene oder sonstige niitzliche DNA- Sequenzen, insbesondere auch solche mit regulatorischer
Funktion, stabil in B.thuringlensis- bzw. B. cereus-Zellen eingebracht und dort gegebenenfalls exprimiert werden, wodurch
B.thuringlensis- bzw. B.cereus-Zellen mit neuen und wiinscher.swerten Eigenschaften entstehen.
Als Gene, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung Verwendung finden kénnen, kommen sowohl homologe als auch
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heterologe Gen(e) oder DNA sowie synthetische Gen(e) oder DNA gemiR der im Rahmen der vorliegenden Erfindung
gemachten Definition in Betracht sowie Kombinationen besagtar DNA's.

Die kodierende DNA-Sequenz kann dabei ausschlieBlich aus genomischer, aus cDNA bzw. synthetischer DNA konstruiert sein.
Eine andere Méglichkeit besteht in der Konstruktion einer hybriden DNA-Sequenz, bestehend sowoh! aus cDNA als auch aus
genomischer DNA und synthetischer DNA oder aber aus einer Kombination dieser DNA's.

In diesem Fall kann die cDNA aus demselben Gen stammen wie die genomische DNA odur aber sowohl die cDNA wie auch die
genomische DNA kdnnen aus verschiedenen Genen stammen. In diesem Fall kénnen aber sowoh! die genomischen DNA
und/oder die cDNA, jede fiir sich, aus dem gleichen oder aus verschiedenen Genen hergestallt sein.

Wenn die DNA-Sequenz Anteile von mehr als einem Gen beinhaltet, kénnen diese Gene entweder von ein und demselben
Organismus, von mehreren Organismen, die verschiedenen Stimmen oder aber von Organismen, die mehr als einer Gattung
derselben oder einer anderen taxonomischen Einheit angehdren, abstammen.

Um die Expression besagter Strukturgene in der bakteriellen Zelle zu gewihrleisten, miissen die kodierenden Gensequenzen
zunéchst in operabler Weise mit in B. thurlnglensis- und/oc'er B. cereus-Zsllen funktionsfahigen Expressions-Sequenzen
verkniipft werden.

Die hybriden Genkonstruktionen im Rahmer: der vorliegenden Erfindung enthalten somit neben dem (den) Strukturgen(en)
Expressions-Signale, die sowohl Promotor- und Terminator-Sequenzen als auch weitere regulatorische Sequenzen der 3'- und
5'-nichttranslatierten Regionen miteinschlieRen.

Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung sind die natiirlichen Expressionssignale aus B. thuringlensis und/oder
B.careus selbst sowie Mutanten und Varianten davon, die im wesgntlichen der natiirlichen Sequenz homolog sind. Im Rahmen
dieser Erfindung ist eine DNA-Sequenz einer zweiten DNA-Sequenz dann im wesentlichen homolog, wenn wenigstens 70%,
vorzugsweise wenigstens 80 %, insbesondere aber wenigstens 90%, der aktiven Abschnitte der DNA-Sequenz homolag sind.
GemaR vorliegender Definition des Begriffs ,,im wesentlichen homolog” werden zwei unterschiadliche Nukleotide in einer
DNA-Sequenz einer kodierenden Region dann als homolog angesehen, wenn der Austausch des einen Nukleotids gegen das
andere eine stille Mutation darstelit.

Ganz besonders bevorzugt ist die Verwendung von sporulationsabhiéngigen Promotoren aus B.thuringiensis, die eine
Expression in Abhéngigkeit der Sporulation gewihrleisten.

Besonders bevorzugt fiir die Transformation von B. thuringiensis bzw. B. cereus im Rahmen dieser Erfindung istdie Verwendung
von DNA-Sequenzen, die fiir sin 5-Endotoxin kodieren.

Die kodierende Region des erfindungsgemaRen chiméren Gens enthilt vorzugsweise eine Nukleotidsequenz, die ein Polypeptid
kodiert, welches natiirlicherweise in B, thuringlensis vorkommt, oder aber ein Polypeptid, das diesem im wesentlichen homolog
ist, d.h., das zumindestim wesentlichen die Toxizitatseigenschaften eines kristallinen 5-Endotoxin-Proteins von B. thuringiensis
aufweist. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat ein Polypeptid definitionsgemaR dann im wesentlichen die
Toxizitétseigenschaften des kristallinen 5-Endotoxin-Proteins von B, thuringlensis, wenn es gegen ein dhnliches von Insekten-
Larven insektizid wirkt wie Jdas kristalline Protein einer Unterart von B.thuringiensis. Einige geeignete Unterarten sind
beispielsweise solche, ausgewihit aus der Gruppe bestehend aus kurstaki, berliner, alesti, tolworthi, sotto, dendrolimus,
tenebrionis und israelensis. Die fiir Lepidoptera-Larven bevorzugte Unterart ist kurstaki und insbesondere kurstaki HDI.

Bei der kodierenden Region kann es sich um eine Region handeln, die natiirlicherweise in B.thuringlensis vorkommt. Alternativ
dazukann die kodierende Region gegebenenfalls aber auch eine Sequenz enthalten, die sich von der Sequenzin B.thuringiensis
unterscheidet, die ihr aber aufgrund der Degenerierung des genetischen Kodes dquivalent ist,

Die kodierende Region des chiméren Gens kann auch ein Polypeptid kodieren, das sich von einem natiirlich vorkommenden
kristallinen 8-Endotoxin-Protein unterscheidet, das aber immer noch im wesentlichen die Insektentoxizititseigenschaften des
kristallinen Proteins hat. Solch eine kodierende Sequenz wird gewshnlicherwsise eine Variante siner natiiriichen kodierenden
Region sein. Unter einer , Variante” einer natiirlichen DNA-Sequenz istim Rahmen dieser Erfindung definitionsgemanR eine
modifizierte Form einer natiirlichen Sequenz zu verstehen, die aber noch dieselbe Funktion erfiillt. Die Variante kann eine
Mutante oder eine synthetische DNA-Sequenz sein und ist im wesentlichen der entsprechenden natiirlichen Sequenz homolog.
Im Rahmen dieser Erfindung ist eine DNA-Sequenz einer zwsiten DNA-Sequenz dann im wesentlichen homolog, wenn
wenigstens 70%, vorzugsweise wenigstens 80%, insbesondere aber wenigstens 90% der aktiven Abschnitte der DNA-Sequenz
homolog sind. Gem&B vorliegender Definition des Begriffs ,,im wesentlichen homolog” werden zwei unterschiedliche
Nukleotide in einer DNA-Sequenz einer kodisrenden Region dann als homolog angesehen, wenn der Austausch des einen
Nukleotids gegen das andere eine stille Mut ition darstellt.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kan. somit jedes, sine Aminoséiuresaquenz kadierende, chimire Gen verwendet
werden, das die insektiziden Eigenschaften eines B. thuringiensis-5-Endotoxins aufweist und welches die offenbarten und
beanspruchten Erfordernisse erfiilit. Besonders bevorzugt ist die Verwendung einer Nukleotidsequenz, die im wesentlichen
wenigstens dem Teil oder den Teilen der natiirlichen Sequenz homolog ist, die fiir die insektizide Aktivitat und/oder die
Wintssperzifitét des B. thuringiensie-Toxins verantwortlich ist {sind),

Das durch das chimére Gen exprimierte Polypeptid hat in der Regel auch wenigstensimmunologische Eigenschaften mit einem
natirlichen kristallinen Protein gemeinsam, weil es wenigstens zum Teil die gleichen antigenen Determinanten besitzt.
Dementsprechend ist das Polypeptid, das von besagtem chimiren Gen kodiert wird, vorzugsweise strukturell mit dem
5-Endotoxin des von B. thuringiensis produzierten kristallinen Proteins verwandt. B, thuringiensis produziert ein kristallines
Protein mit einer Untereinheit, dis einem Protoxin mit einem Molekulargewicht (MG) von etwa 130000 bis 140000 entspricht.
Diese Untereinheit kann durch Proteasen oder durch Alkali in insektizide Fragmente mit einem MG von 70000 und
méglicherweise sogar weniger gespalten werden.

Fiir die Konstruktion chimérer Gene, deren kodisrender Abschnitt solche Fragmente des Protoxins oder noch kleinere Teile
davon umfaBt, kann die Fragmentierung der kodierer.den Region solange fortschreiten, wie die Fragmente oder Teile dieser
Fragmente noch die erforderliche inssktizide Aktivitdt aufwsisen. Das Protoxin, insektizide Fragmente des Protoxins und
insektizide Teile dieser Fragmente kénnen mit anderen Molekiilen, wie Polypeptiden und Proteinen, verbunden werden.
Kodierende Regionen, die fiir eine Verwendung im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens geeignet sind, kdnnen von
Genen aus B.thuringiensis, die das kristalline Toxingen kodieren, erhaiten werden {(Whiteley etal, PCT Anmeldung WO 86/01536
und US Patente 4448885 und 4467 036). Eine bevorzugte Nukleotidsequenz, die ein kristallines Protein kodiert, befindet sich
zwischen den Nukleotiden 155 und 3623 in Formell oder ist eine kiirzere Sequeng, die ein insektizides Fragment solch eines
kristallinen Proteins kodiert (Geiser et al./5/, 1986, und EP 238,441),
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Formel |

10
GTTAACACCC

70
TCATAAGATG

130
AATTGGTATC

190
AATGCATTCC

250
TAGAAACTGG

310
AATTTGTTCC

370
GTCCCTCTCA

430
AAGAATTCGC

490
TTTACGCAGA

550
AGATGCGTAT

610
CAGTTCAAAA

670
TATCAGTTIT

730
TCAATAGTCG

790
GCTGGTACAA

850
ATAATCAATT

910
ACTATGATAG

970
CAAACCCAGT

1030
GAAGTATTAG

20
TGGGTCAAAA

80
AGTCATATGT

140
TTAATAAAAG

200
TTATAATTGT

260
TTACACCCCA

320
CGGTGCTGGA

380
ATGGGACGCA

440
TAGGAACCAA

500
ATCTTTTAGA

560
TCAATTCAAT

620
TTATCAAGTT

680
GAGAGATGTT

740
TVATAATGAT

800
TACGGGATTA

860
TAGAAGAGAA

920
TAGAACGTAT

980
ATTAGAAAAT

1040
GAGTCCACAT

30
ATTGATATTI

90
TTTAAATTGT

150
AGATGGAGGT

210
TTAAGTAACC

270
ATCGATATTT

330

TTTGTGTTAG

390
TTTCTTGTAC

450
GCCATTTCTA

510
GAGTGGGAAG

570
GACATGAACA

630
CCTCTTTTAT

690
TCAGTGTTTG

750
TTAACTAGGC

810
GAGCGTGTAT

870
TTAACACTAA

930
CCAATTCGAA

990
TTTGATGGTA

1050
TTGATGGATA

40
AGTAAAATTA

100
AGTAATGAAA

160
AACTTATGGA

220
CTGAAGTAGA

280

CCTTGTCGCT!

340
GACTAGTTGA

400
AAATTGAACA

460
GATTAGAAGG

520
CAGATCCTAC

580
GTGCCCTTAC

640
CAGTATATGT

700
GACAAAGGTG

760
TTATTGGCAA

820
GGGGACCGGA

880
CTGTATTAGA

940
CAGTTTCCCA

1000
GTTTTCGAGG

1060
TACTTAACAG

50
GTTGCACTTT

110
AACAGTATTA

170
TAACAATCCG

230
AGTATTAGGT

290
AACGCAATTT

350
TATAATATGG

410
GTTAATTAAC

470
ACTAAGCAAT

530
TAATCCAGCA

590
AACCGCTATT

650
TCAAGCTGCA

710
GGGATTTGAT

170
CTATACAGAT

830
TTCTAGAGAT

890
TATCGTTTCT

950
ATTAACAAGA

1010
CTCGGCTCAG

1070
TATAACCATC

60
GTGCATTTTT

120
TATCATAATG

180
AACATCAATG

240
GGAGAAAGAA

300
CTTTTGAGTG

360
GGAATTTTTG

420
CAAAGAATAG

480
CTTTATCAAA

540
TTAAGAGAAG

600
CCTCTTTTTG

660
AATTTACATT

720
GCCGCGACTA

780
CATGCTGTAC

840
TGGATAAGAT

900
CTATTTCCGA

960
GAAATTTATA

1020
GGCATAGAAG

1080
TATACGGATG
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1090
CTCATAGAGG

1150
CGGGGCCAGA

1210
GTATTGTTGC

1270
GACCTTTTAA

1330
CTTATGGAAC

1390
CGCTGGATGA

1450
GATTAAGCCA

1510
GAGCTCCTAT

1570
CACAAATTAC

1630
TTAAAGGACC

1690
CAACCTTAAG

1750
ACGCTTCTAC

1810
GGAATTTTTC

1870
TAGGTTTTAC

1930
ATGTCTTCAA

1990
TAACCTTTGA

2050
CTTCTTCCAA

2110
CCAATTTAGT

1100
AGAATATTAT

1160
ATTCACTTTT

1220
TCAACTAGGT

1280
TATAGGGATA

1340
CTCCTCAAAT

1400
AATACCGCCA

1460
TGTTTCAATG

1520
GTTCTCTTGG

1580
ACAAATACCT

1640
AGGATTTACA

1700
AGTAAATATT

1760
CACAAATTTA

1820
AGCAACTATG

1880
TACTCCGTTT

1940
TTCAGGCAAT

2000
GGCAGAATAT

2060
TCAAATCGGG

2120
TGAGTGTTTA

1110
TGGTCAGGGC

1170
CCGCTATATG

1230
CAGGGCGTGT

1290
AATAATCAAC

1350
TTGCCATCCG

1410
CAGAATAACA

1470
TTTCGTICAG

1530
ATACATCGTA

1590
TTAACAAAAT

1650
GGAGGAGATA

1710
ACTGCACCAT

1770
CAATTCCATA

1830
AGTAGTGGGA

1890
AACTTTTCAA

1950
GAAGTTTATA

2010
GATTTAGAAA

2070
TTAAAAACAG

2130
TCTGATGAAT

1120
ATCAAATAAT

1180
GAACTATGGG

1240
ATAGAACATT

1300
AACTATCTGT

1360
CTGTATACAG

1420
ACGTGCCACC

1480
GCTTTAGTAA

1540
GTGCTGAATT

1600
CTACTAATCT

1660
TTCTTCGAAG

1720
TATCACAAAG

1780
CATCAATTGA

1840
GTAATTTACA

1900
ATGGATCAAG

1960
TAGATCGAAT

2020
GAGCACAAAA

2080
ATGTGACGGA

2140
TTTGTCTGCA

1130
GGCTTCTCCT

1190
AAATGCAGCT

1250
ATCGTCCACT

1310
TCTTGACGGG

1370
AAAAAGCGGA

1430

lTAGGCAAGGA

1490
TAGTAGTGTA

1550
TAATAATATA

1610
TGGCTCTGGA

1670
AACTTCACCT

1730
ATATCGGGTA

1790
CGGAAGACCT

1850
GTCCGGAAGC

1910
TGTATTTACG

1970
TGAATTTGTT

2030
GGCGGTGAAT

2090
TTATCATATT

2150
TGAAAAAAAA

1140
GTAGGGTTTT

1200
CCACAACAAC

12690
TTATATAGAA

1320
ACAGAATTTG

1380
ACGGTAGATT

1440
TTTAGTCATC

1500
AGTATAATAA

1560
ATTCCTTCAT

1620
ACTTCTGTCG

1680
GGCCAGATTT

1740
AGAATTCGCT

1800
ATTAATCAGG

1860
TTTAGGACTG

1920
TTAAGTGCTC

1980
CCGGCAGAAG

2040
GAGCTGTTTA

2100
GATCAAGTAT

2160
GAATTGTCCG
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2170
AGAAAGTCAA

2230
TTAGAGGGAT

2290
AAGGAGGCGA

2350
GCTATCCAAC

2410
ACCAATTAAG

2470
ATGCCAAACA

2530
CAAGTCCAAT

2590
GATGTACAGA

2650
ATGGCCATGC

2710
CACTAGCTCG

2770
GGGAAACAAA
2830
CTCAATATGA

2890
GCGTTCATAG

2950
CGGCTATTTT

3010
GAAATGTCAT

3070
ATGTAGATGT

3130
CAGAAGTGTIC

3190
CGTACAAGGA

3250
ACGAACTGAA

2180
ACATGCGAAG

2240
CAATAGACAA

2300
TGACGTATTC

2360
GTATTTATAT

2420
AGGGTATATC

2480
CGAAACAGTA

2540
CGGAAAATGT

2600
CTTAAATGAG

2660
AAGACTAGGA

2720
TGTGAAAAGA

2780
TATTGTTTAT

2840
TAGATTACAA

2900
CATTCGAGAA

2960
TGAAGAATTA

3020
TAAAAATGGT

3080
AGAAGAACAA

3140
ACAAGAAGTT

3200
GGGATATGGA

3260
GTTTAGCAAC

2190
CGACTTAGTG

2250
CTAGACCGTG

2310
AAAGAGAATT

2370
CAAALAATAG

2430
GAAGATAGTC

2430
AATGTGCCAG

2550
GCCCATCATT

2610
GACTTAGGTG

2670
AATCTAGAAT

2730
GCGGAGAAAA

2790
AAAGAGGCAA

2850
GCGGATACCA

2910
GCTTATCTGC

2970
GAAGGGCGTA

3030
GATTTTAATA

3090
AACAACCACC

3150
CGTGTCTGTC

3210
GAAGGTTGCG

3270
TGTGTAGAAG

2200
ATGAGCGGAA

2260
GCTGGAGAGG

2320
ACGTTACGCT

2380
ATGAGTCGAA

2440
AAGACTTAGA

2500

2210
TTTACTTCAA

2270
AAGTACGGAT

2320
ATTGGGTACC

2390
ATTAAAAGCC

2450
AATCTATTTA

2510

GTACGGGTTC: CTTATGGCCG

2560
CCCATCATTT

2620
TATGGGTGAT

2680
TTCTCGAAGA

2740
AATGGAGAGA

2800
AAGAATCTGT

2860
ACATCGCGAT

2920
CTGAGCTGTC

2980
TTTTCACTGC

3040
ATGGCTTATC

3100
GTTCGGTCCT

3160
CGGGTCGTGG

3220
TAACCATTCA

3280
AGGAAGTAA

2570
CTCCTTGGAC

2630
ATTCAAGATT

2690
GAAACCATTA

2750
CAAACGTGAA

2810
AGATGCTTTA

2870
GATTCATGCG

2930
TGTGATTCCG

2990
ATTCTCCCTA

3050
CTGCTGGAAC

3110
TGTTGTTCCG

3170
CTATATCCTT

3230
TGAGATCGAG

3290
TCCAAACAAC

2220
GATCCAAACT

2280
ATTACC/TCC

2340
TTTGATGAGT

2400
TATACCCGTT

2460
ATTCGCTACA

2520
CTTTCAGCCC

2580
ATTGATGTTG

2640
AAGACGCAAG

2700
GTAGGAGAAG

2760
AAATTGGAAT

2820
TTTGTAAACT

2880
GCAGATAAAC

2940
GGTGTCAATG

3000
TATGATGCGA

3060
GTGAAAGGGC

3120
GAATGGGAAG

3180
CGTGTCACAG

3240
AACAATACAG

3300
ACGGTAACGT
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3310
GTAATGATTA

3370
GATATGACGG

3430
AAGAAAAAGC

3490
GGGATTACAC

3550
CCGATAAGGT

3610
AATTACTTCT

3670
GATTACTGAC

3730
TCACTCTTAA

3750
TITTTTGCS

3850
CACTACCCCC

3910
ATTTTTTATG

3970
TCATTTAAC”

4030
ACGAAAGTTT

4090
GAGTGATTCT

4150
CCAGAAGGAC

4210
TCTGCATTAT

4270
TATTTTCAAC

4330
CATGTATATC

3320
TACTGCGACT

3380
AGCCTATGAA

3440
ATATACAGAT

3500
ACCACTACCA

3560
ATGGATTGAG

3620
TATGGAGGAA

3680
TTGTATTGAC

3740
AAGAATGATG

3800
AGGCTTTACT

3860
AAGTGTCAAA

3920
AATCTTTCAA

3980
CCTTCTCTIT

4040
TCAGGAAATG

4100
CTCGTTCGAC

4160
TCAATAAACG

4220
GGAAAAGTAA

4280
GAATCCGTAT

4340
CTGGGTCAGG

3330

3340

3350

CAAGAAGAAT ATGAGGGTAC GTACACTTCT

3390

3400

3410

AGCAATTCTT CTGTACCAGC TGATTATGCA

3450

3460

3470

GGACGAAGAG ACAATCCTTG TGAATCTAAC

3510
GCTGGCTATG

3570
ATCGGAGAAA

3630
TAATATATGC

3690
AGATAAATAA

3750
TCCCTTTTAT

3810
TAACGGGGTA

3870
AAACGTTATT

3930
TTCAAGATGA

3990
TGGAAGAACT

4050
AATTAGCTAC

4110
TATGCAGTCA

4170
CTTTGATAAA

4230
ACTTTGTAAA

4290
TTTAGATGCG

4359
TGGTTGTGCA

3520
TGACAAAAGA

3580
CGGAAGGAAC

3640
TTTATAATGT

3700
GGAAATTTTT

3760
GTATGATTTA

3820
CCGCCACATG

3880
CTTTCTAAAA

3940
ATTACAACTA

4000
CGCTAAAGAA

4060
CATATUTATC

4120
ATTACACGCC

4180
AAAGCGGTTG

4240
ACATCAGCCA

4300
ACGATTTTCC

4360
CAAACTGCAG

3530
ATTAGAGTAC

3590
ATTCATCGTG

3650

'AAGGTGTGCA

3710
ATATGAATAA

3770
ACGAGTGATA

3830
CCCATCAACT

3890
AGCTAGCTAG

3950
TTTTCTGAAG

4010
TTAGGTTTTG

4070
TGGGGCAGTC

4130
GCCACAGCAC

4190
AATTTTTGAA

4250
TTTCAAGTGC

4310
AAGTACCGAA

3360
CGTAATCGAG

3420
TCAGCCTATG

3480
AGAGGATATG

3540
TTCCCAGAAA

3600
GACAGCGTGG

3660
AATAAAGAAT

3720
AAAACGGGCA

3780
TTTAAATGTT

3840
TAAGAATTTG

3900
AAAGGATGAC

3960
AGCTGTATCG

4020
TAAAAAGAAA

4080
AACGTACAGC

4140
TCTTATGAGT

4200
ATATATTTIT

4260
AGCAC" "ACG

4320
ACATTTAGCA
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Die durch die Nukleotide 156 b's 3623 von Formel | definierte kodierende Region kodiert ein Polypeptid der Formel ll.

Formel Il

Met Asp Asn Asn Pro Asn Ile Asn Glu Cys 10

Ile Pro Tyr Asn Cys Leu Ser Asn Pro Glu 20

Val Glu Val Leu Gly Gly Glu Arg Ile Glu 30

Thr Gly Tyr Thr Pro Ile Asp Ile Ser Leu 40

Ser Leu Thr Gln Phe Leu Leu Ser Glu Phe 50

Val Pro Gly Ala Gly Phe Val Leu Gly Leu 60

Val Asp Ile Ile Trp Gly Ile Phe Gly Pro 70

Ser Gln Trp Asp Ala Phe Leu Val Gln Ile , 80

Glu Gln Leu Ile Asn Gln Arg Ile Glu Glu 90

Phe Ala Arg Asn Gln Ala Ile Ser Arg Leu 100
Glu Gly Leu Ser Asn Leu Tyr Gln Ile Tyr 110
Ala Glu Ser Phe Arg Glu Trp Glu Ala Asp 120
Pro Thr Asn Pro Ala Leu Arg Glu Glu Met 130
Arg Ile Gln Phe Asn Asp Met Asn Ser Ala 140
Leu Thr Thr Ala Ile Pro Leu Phe Ala Val 150
Gln Asn Tyr Gln Val Pro Leu Leu Ser Val 160
Tyr Val Gln Ala Ala Asn Leu His Leu Ser 170
Val Leu Arg Asp Val Ser Val Phe Gly Gln 180
Arg Trp Gly Phe Asp Ala Ala Thr Ile Asn 190
Ser Arg Tyr Asn Asp Leu Thr Arg Leu Ile 200
Gly Asn Tyr Thr Asp His Ala Val Arg Trp 210
Tyr Asn Thr Gly Leu Glu Arg Val Tcp Gly 220
Pro Asp Ser Arg Asp Tip Ile Arg Tyr Asn 230
Gln Phe Arg Arg Glu Leu Thr Leu Thr Val 240
Leu Asp Ile Val Ser Leu Phe Pro Asn Tyr 250
Asp Ser Arg Thr Tyr Pro Ile Arg Thr Val 260
Ser Gln Leu Thr Arg Glu Ile Tyr Thr Asn 2170
Pro Val Leu Glu Asn Phe Asp Gly Ser Phe 280
Arg Gly Ser Ala Gln Gly Ile Glu Gly Ser 290

Ile Arg Ser Pro His Leu Met Asp Ile Leu 300



Pro

His

r Asn

Met
Phe
Thr
Leu
Pro

Arg

Arg
Thr
Asp
Ser
Gln
Thr

Asn
Ile
Glu
Lys
Asn
Asp
Val

Asp

Ile
Glu
Ala
Phe
Asn
Gln
Ser
Ile
Leu
Ser
Lys
Ile
Arg
Val
Ser
Phe
Asn
Gln
Gly
Gly
Thr

» Val

Tyr
Thr
Gly
Ala
Ser
Thr
Val
Ser
Glu
Ala
Ala
Gln

Glu
Glu

Thr
Tyr
Ser
Thr
Ala
Leu
Ser
Gly
Asp
Ser
Ser
Pro
Gln
Ser
Ser
Ser
Asn
Ile
Ser
Phe
Ser
Asn
Arg
Asn
Arg
Thr
Gly
Pro
Phe
Gly
Phe
Glu
Val
Ile
His
Cys
Lys

Ile
Tyr
Pro
Phe
Ala
Gly
Thr
Ile
Gly
Asn
Gly
Pro
Gly
Met
Val

Tyr
Trp
Val
Pro
Pro
Gln
Leu
Asn
Thr
Leu
Thr
Gln
Phe
Phe
Ser
Ile
Ile
Leu
Thr
Gly
Gly
Thr
Arg
Gln
Ile
Ser
Phe
Asn
Leu
Glu
Pro
Asp
Glu
Leu
Asp
Ser

Glu

Thr
Ser
Gly
Leu
Gln
Gly
Tyr
Asn
Glu
Pro
Val
Asn
Ser
Arg
Ile
His
Pro
Thr
Ser
Gly
Gln
Ala
1le
Phe
Asn
Ser
Arg
Phe
Ser
Val
Ala
Leu
Leu
Lys
Gln
Asp

Leu

Asp
Gly
Phe
Tyr
Gln
Val
Arg
Gln
Phe

Ser

Asn
His
Ser
Ile
Arg
Ser
Lys
Val
Asp
Ile
Pro
Arg
His

Gln

Ala
His
Ser
Gly
Arg
Tyr
Arg
Gln
Ala
Ala
Ser
Asn
Arg
Gly
Arg
Ser
Ser
Ser
Val
Ile
Ser
Leu
Tyr
Thr
Gly
Ser
Val
Asn
His
Ile
Val

His
Gln
Gly
Thr
Ile
Arg
Pro
Leu
Tyr
Val
Leu
Val
Leu
Fhe
Ala
Ala
Gln
Thr
Lys
Leu
Thr
Ser
Ala
Ser
Asn
Asn
Gly
Gly
Val
Asp
Thr
Ala
Ser
Val
Asn

. Cys

Lys

310
320
330
340
350
360
370
380
390
400
410
420
430
440
450
460
470
480
490
500
510
520
530
540
550
560
570
580
590
600
610
620
630
640
650
660
670
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Val
Arg
Gly
Arg
Gly
Thr
Pro
Ser
Leu
Leu
Lys
Gly
Pro
His
Thr
Val
His
Glu
Ala
Arg
Thr
Ser
Tyr
Ala
His
Leu
1le
Thr
Val
Leu
Asp
Val
Val
Arg
Lys
Ile

Leu

Lys
Asn
Ile
Gly
Asp
Leu
Thr
Lys
Arg
Glu
His
Ser
Ile
Phe
Asp
Ile
Ala
Glu
Arg
Asp
Asn
Val
Asp
Met
Ser
Ser
Phe
Ala
Ile
Ser
Val
Leu
Ser
Gly
Glu
His

Lys

His
Leu
Asn
Ser
Asp
Leu
Tyr
Leu
Gly
Ile
Glu
Leu
Gly
Ser
Leu
Phe
Arg
Lys
Val
Lys
Ile
Asp
Arg
Ile
Ile
Val
Glu
Phe
Lys
Cys
Glu
Val
Gln
Tyr
Gly
Glu
Phe

Ala
Leu
Arg
Thr
Val
Gly
Leu
Lys
Tyr
Tyr
Thr
Trp
Lys
Leu
Asn
Lys
Leu
Pro
Lys
Arg
Val
Ala
Leu
His
Arg
Ile
Glu
Ser
Asn
Trp
Glu
Val
Glu
Ile

Ile

Ser

Lys
Gln
Gln
Asp
Phe
Thr
Tyr
Ala
Ile
Leu
Val
Pro
Cys
Asp
Glu
Ile
Gly
Leu
Arg
Glu
Tyr
Leu
Gln
Ala
Glu
Pro
Leu
Leu
Gly
Asn
Gln
Pro
Val
Leu
Gly
Glu

Asn

Arg
Asp
Leu
Ile
Lys
Phe
Gln
Tyr
Glu
Ile
Asn
Leu
Ala
Ile
Asp
Lys
Asn
Val
Ala
Lys
Lys
Phe
Ala
Ala
Ala
Gly
Glu
Tyr
Asp
Val
Asn
Glu
Arg
Arg
Glu
Asn

Cys

Leu
Pro
Asp
Thr
Glu
Asp
Lys
Thr
Asp
Arg
Val
Ser
His
Asp
Leu
Thr
Leu
Gly
Glu
Leu
Glu
Val
Asp
Asp
Tyr
Val
Gly
Asp
Phe
Lys
Asn
Trp
Val
Val
Gly
Asn

Val

Ser
Asn
Arg
Ile
Asn
Glu
Ile
Arg
Ser
Tyr
Pro
Ala
His
Val
Gly
Gln
Glu
Glu
Lys
Glu
Ala
Asn
Thr
Lys
Leu
Asn
Arg
Ala
Asn
Gly
His
Glu
Cys
Thr
Cys
Thr
Glu

Asp
Phe
Gly
Gln
Tyr
Cys
Asp
Tyr
Gln
Asn
Gly
Pro
Ser
Gly
Val
Asp
Phe
Ala
Lys
Trp
Lys
Ser
Asn
Arg
Pro
Ala
Ile
Arg
Asn
His
Arg
Ala
Pro
Ala
Val
Asp
Glu

Glu
Arg
Trp
Gly
Val
Tyr
Glu
Gln
Asp
Ala
Thr
Ser
His
Cys
Trp
Gly
Leu
Leu
Trp
Glu
Glu
Gln
Ile
Val
Glu
Ala
Phe

Asn

Val
Ser

Glu

Tyr
Thr
Glu
Glu

680
690
700
710
720
730
740
750
760
770
780
790
800
810
820
830
840
850
860
870
880
890
909
910
920
930
940
950
960
970
980
990
1000
1010
1020
1030
1040
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Val Tyr Pro Asn asn Thr Val Thr Cys Asn 1050
Asp Tyr Thr Ala Thr Gln Glu Glu Tyr Glu 1060
Gly Thr Tyr Thr Ser Arg Asn Arg Sly Tyr 1070
Asp Gly Ala Tyr Glu Ser Asn Scr Ser Val | 1080
Pro Ala Asp Tyr Ala Ser Ala Tyr Glu Glu 1090
Lys Ala Tyr Thr Asp Gly Arg Arg Asp Asn 1100
Pro Cys Glu Ser Asn Arg Gly Tyr Gly Asp 1110
Tyr Thr Pro Leu Pro Ala Gly Tyr Val Thr 1120
Lys Glu Leu Glu Tyr Phe Pro Glu Thr Asp 1130
Lys Val Trp Ile Glu Ile Gly Glu Thr Glu 1140
Gly Thr Phe Ile Val Asp Ser Val Glu Leu 1150
Leu Leu Met Glu Glu End | 1156

Um ein chiméres Gen mit Hilfe des erfindungsgeméRen Verfahrens in B. thuringiensis- bzw. B.cereus-Zellen zu transformieren,
wird das Ge.. vorzugsweise zuerst in einen Vektor eingebaut, Besonders bevorzugt ist der Einbau in die erfindungsgeméRen
bifunktionellen Vektoren.

Wenn das entsprechende Gen nicht in einer Menge zur Verfigung steht, die firr die Einschleusung in die Bacillus-Zellen ausreicht,
kann der Vektor zunachst durch Replikation in einer heterologen Wirtszelle amplifiziert werden. Am besten geeignet fiir die
Amplifikation von Genen sind Bakterien- oder Hefezellen. Wenn eine ausreichende Menge des Gens zur Verfiigung steht, wird es
in die Bacillus-Zellen eingeschleust. Die Einflihrung des Gens in B.thuringlensis- oder B. cereus-Zellen kann mit dem gleichen
Vektor erfolgen. Besonders geeignet sind die erfindungsgemBen bifunktionellen Vektoren.

Einige Beispiele fir bakterielle Wirtszellen, die fiir eine Replikation des chiméiren Gens geeignet sind, umfassen Bakterien,
ausgewadhlt aus den Gattungen Escherichia, wie E. coli, Agrobacterium, wie A.rhizogenes, Pseudomonas, wie

Pseudomonas spp., Bacillus, wie B.magneterium oder B. subtilis, usw. Durch das erfindungsgeméBe Transformationsverfahren
wird es jetzt im Rahmen dieser Erfindung erstmals méglich, auch B.thuringiensis bzw. B. cereus selbst als Wirtszellen
einzusetzen, Vesfahren der Klonierung heterologer Gene in Bakterien sind in den US Patenten 4,237,224 und 4,468,464
beschrieben.

Die Replikation von Genen in E.coli, die das kristalline Protein von B. thuringiensis kodieren, wird von Wong et al./29/ (1983)
beschrieben.

Einige Beispiele fir Hefewirtszellen, die sich zur Replikation der erfi~dungsgem&Ren Gene eignen, schlieRen solche, ausgewahit
aus der Gattung Saccharomyces, ein (Europédische Patentanmeldung EP 0238441).

Fiir die Amplifikation der erfindungsgeméBen Gene kann jeder beliebige Vektor verwendet werden, in den das chimére Gen
eingebaut werden kann und der sich in einer geeigneten Wirtszelle, wie in Bakterien oder Hefe, repliziert. Der Vektor kann
beispielsweise von einem Phagen oder einem Plasmid abgeleitet sein. Beispiele fiir Vektoren, die von Phagen abgeleitet undim
Rahmen dieser Erfindung verwendet werden kénnen, sind Vektoren die von M 13- und von A-Phagen abgeleitet sind. Einige
geeignete Vektoren, die von M 13-Phagen abgeleitet sind, schlieBen M13mp 18 und M 13mp 19 ein. Einige von A-Phagen
abgeleitete geeignete Vektoren schlieBen Agt11, Agt7 und A-Charon4 ein.

Von den Vektoren, die von Plasmiden abgeleitet und ganz besonders fiir die Replikation in Bakterien geeignet sind, seien hier
beispielhaft pBR 322 (Bolivar et al./30/,1977), pUC18 und pUC 19 {Norrander et al./31/, 1983) sowie Ti-Plasmide (Bevan et al./32/,
1983) genannt, ohne dadurch jedoch den Erfindungsgegenstand in irgendeiner Weise zu limitieren. Die bevorzugten Vektoren
zur Amplifikation von Genen in Bakterien sind pBR322, pUC18 und pUC19.

Fir eine Klonierung direkt in B. thuringiensis und/oder B. cereus sind in erster Lirie Direktklonierungsvektoren zu nennen, wie
z.B. pBD 347, pBD 348, pBD 64 sowie pUB 1664, sowie insbesondere ,shuttle”-Vektoren, die zuvor bereits im Detail beschrieben
wurden, ohne jedoch darauf beschrankt zu sein,

Besonders bevorzugtim Rahmen dieser Erfindung sind die bifunktionellen (, shuttle”) Vektoren pXi61 (= pK61) und pX193

(= pK93), die, transformiert in B.thuringiensis var. kurstaki HD 1 cryB bzw. B. cereus 569K, bei der als Internationale

Hinterlr gungsstelle anerkannten , Deutschen Sammlung von Mikroorganismen” (Braunschweig, BRD) gemaR den
Bestimmungen des Budapester Vertrages unter der Nummer DSM 4573 (DSM4572, transformiert in B. thuringlensis var.
kurstaki HD 1 cryB) bzw. DSM 4571 (pX193, transformiert in B.thuringiensis var. kurstaki HD 1 cryB) und DSM4573 (pX193,
transformiert in B. cereus 569K) hinterlegt worden sind.

Um ein fiir die Replikation in Bakterien geeignetes chiméres Gen zu konstruieren, werden eine Promotorsequenz, sine
5'-nichttranslatierte Sequenz, eine kodierende Sequenz und eine 3'-nichttranslatierte Sequenz in einen Vektor eingefiigt oder in
der richtigen Reihenfolge in einem der zuvor beschriebenen Vektoren zusammengebaut. Geeignete Vektoren sind
erfindungsgemaf solche, die in der Lage sind, sich in der Wirtszelle zu replizieren.

Der Promotor, die §'-nichttransiatierte Region, die kodierende Region und die 3'-nichttranslatierte Region, kénnen
gegebenenfalls zuerst auBerhalb des Vektors in einer Einheit zusammengefaBt und dann in den Vektor eingefiigt werden.
Alternativ dazu kdnnen aber auch Teile des chiméren Gens einzeln in den Vektor eingefiigt werden., '
Im Falle der B. thuringiensis- baw. B.cereus -Klonierungsvektoren kann dieser Verfahrensschritt entfallen, da die gesamte aus
B.thuringlensis isolierte Einheit, bestehend aus einer 5’-nichttranslatierten Region, der kodierenden Region und einer
3'-nichttranslatierten Region, in den Vektor eingespleifit werden kann.
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Der Vektor enthélt dariiberhinaus vorzugsweise auch ein Markergen, welches der Wirtszelle eine Eigenschaft verleiht, durch die
man die mit dem Vektor transformierten Zellen erkennen kann. Bevorzugt sind Markergene, die eine Antibiotikaresistenz
kodieren. Einige Beispiele fir geeignete Antibiotika sind Ampicillin, Chloramphenicol, Erythromycin, Tetrazyklin, Hygromycin,
G418 und Kanamycin.

Ebenfalls bevorzugtsind Markergene, die Enzyme mit einem chromogenen Substrat, wie 2. B. X-gal {5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-
D-galaktosid), kodieren. Die transformierten Kolonien kénnen dann sehr einfach anhand einer spezifischen Farbreaktion
nachgewiesen werden.

Die Einfiigung oder der Zusammenbau des Gens im Vektor wird mit Hilfe von Standardverfahren durchgefiihrt, beispielsweise
die Verwendung von rekombinanter DNA (Maniatis et al./33/, 1982) und die Anwendung der homologen Rekombination (Hinnen
etal./34/,1978).

Die Verfahren der rekombinanten DNA-Technologie beruhen darauf, daB der Vektor zunichst geschnitten und die gewiinschte
DNA-Sequenz zwischen die geschnittenen Stiicke des Vektors eingefiigt wird; die Enden der gewiinschten DNA-Sequenz
werden anschlieBend mit den entsprechenden Enden des Vektors verkniipft,

Der Vektor wird vorzugsweise mit geeigneten Restriktionsendonukleasen geschnitten. Einige Restriktionsendonukleasen sind
beispielsweise solche, die glatte Enden bilden, wie Smal, Hpal und EcoRV, sowie solche, die kohésive Enden bilden, wie EcoR,
Saclund BamHI.

Die gewiinschte DNA-Sequenz existiert normalerweise als Teil eines groReren DNA-Molekiils, wie eines Chromosoms, eines
Plasmids, eines Transposons oder eines Phagen. Die gewiinschte DNA-Sequenz wird in diesen Fallen aus ihrer urspriinglichen
Quelle herausgeschnitten und gegebenenfalls so modifiziert, dad ihre Enden mit denen des geschnittenen Vektors verbunden
werden kdnnen. Wenn die Enden der gewiinschten DNA-Sequenz und des geschnittenen Vektors glatte Enden sind, kénnen sie
beispielsv/eise mit fiir glatte Enden spezifischen Ligasen, wie der T4 DNA-Ligase; miteinander verbunden werden.

Die Enden der gewiinschten DNA-Sequenz kénnen auch in der Form von kohésiven Enden mit den Enden des geschnittenen
Vektors verbunden werden, in welchem Fall eine fiir kohésive Enden spezifische Ligase, die auch T4 DNA-Ligase sein kann,
benutzt wird. Eine andere geeignete, fiir kohisive Enden spezifischa Ligase ist beispielsweise die E.coli-DNA-Ligase.

Kohésive Enden werden zweckmiBigerwaeise gebildet, indem die gewiinschte DNA-Sequenz und der Vektor mit der gleichen
Restril.tionsendonuklease geschnitten werden. In diesem Fall haben die gewiinschte DNA-Sequenz und der geschnittene Vektor
kohésive Enden, die einander komplementir sind.

Die kohdsiven Enden kénnen auch konstruiert werden, indem mit Hilfe der terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase
komplementire, homopolymere Schwiénze an die Enden der gewiinschten DNA-Sequenz und des geschnittenen Vektors
angehingt werden. Alternativ kdnnen auch kohésive Enden hergestellt werden, indem eine synthetische Oligonukleotid-
Sequenz, die von einer bestimmten Restriktionsendonuklease erkannt wird und die unter der Bezeichnung Linker bekannt ist,
angehéngt und die Sequenz mit der Endonuklease gespalten wird (siehe beispielsweise Maniatis et al./33/, 1982).

Damit ist es nunmehr im Rahmen dieser Erfindung erstmals mdglich B.thuringiensis-Gene, insbesondere aber 5-Endotoxin-
kodierende DNA-Sequenzen, auerhalb von B.thuringiensis genetisch zu modifizieren, zu klonieren und anschlieRend in
B.thuringlensis- und/oder B. cereus-Zellen zuriickzufiihren, wo besagte &-Endtoxingene (in einem homologen bakteriellen
Wirtssystem) exprimiert werden kénnen.

Dies bedeutet, da nunmehr auch das Genom von B.thuringiensis gezielt genetisch manipuliert werden kann, indem zunichst
groBe Mengen an Plasmid-Material in einem fremden Klonierungssystem gewonnen werden und dieses anschliefend in
B.thuringiensis transformiert wird.

Vonbesonderem Interesse ist dabei die Maglichkeit zur Modifikation der 3-Endotoxingene sowie der die Expression dieser Gene
regulierenden Kontrollsequenzen.

Neben chiméiren Genen kann selbstversténdlich auch jede beliebige andere chimare genetische Konstruktion mit Hilfe des
erfindungsgemaRen Verfahrens in Bacillus thuringiensis- und/oder Bacillus cereus-Zellen eingeschleust werden.

So ist es beispielsweise denkbar unter Anwendung des erfindungsgemiB zn Verfahrens nichtkodierende, , antisense”-DNA in
das Genom einer Bacillus thuringiensis- und/ader Bacillus cereus-Zslie einzuschleusan, so daR im Zuge der Expression besagter
~antisense”-DNA eine mRNA transkribiert wird, welche die Expression der korrespondierenden , sense”-DNA hemmt. Auf diese
Weise ist es méglich, die Expression bestimmter, unerwiinschter Gene in Bacillus thuringiensis und/oder Baclllus ceraus gezielt
zu unterdriicken.

Dariiber hinaus ist nunmehr auch die Méglichkeit gegeben, neben der Bereitstellung verbesserter, gut definierter
B.thuringiensis-Stdamme zur Herstellung von verbesserten Bioinsektiziden, B.thuringlensis als gensrellen Wirt fiir die
Klonierung und gegebenenfalls Expression heterologer und/oder homologer Gene zu verwenden.,

In einer spezifischen und bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist es dariiber hinaus nunmehr
erstmals mdglich, neue Gene, inshesondere aber neue Protoxingene direkt im natiirlichen Wirt, d.h. in B.thuringiensis oder
B.cereus zu klonieren.

Bei der Suche nach neuen Protoxingenen wird zundchst eine Genbibliothek von B. thuringlensis erstellt.

In einem ersten Verfahrensschritt wird dabei die Gesamt-DNA eines Protoxiri-produzierenden B.thuringiensis- Stammaes mit
Hilfe an sich bekannter VerfahrensmaRnahmen isoliert und anschlieBend in einzelne Fragmente zerlegt. Die B.thuringiensis-
DNA kann dabei entweder mechanisch, beispielsweise unter Einwirkung von Scherkriften, oder aber vorzugsweise durch
Verdauung mit geeigneten Restriktionsenzymen fragmentiert werden. Je nach Wah! der Enzyme erhélt man eine partielle oder
eine volistdndige Verdauung der DNA-Probe. Besonders bevorzugt im Rahmen dieser Erfindung ist die Verwendung von
Restriktionsenzymen, die quartére Erkennungssteflen enthalten und/oder zu einer partiellen Verdauung der B. thuringiensis-
DNA fithren, wie z. B. das Restriktionsenzym SaulllA, ohne jedoch darauf beschrinkt zu sein. Selbstverstandlich kénnen auch alle
anderen geeigneten Restriktionsenzyme in dem erfindungsgemafen Verfahren eingesetzt werden,

Die auf die zuvor beschriebene Weise gewonnenen Restriktionsfragmente werden dann mit Hilfe an sich bekannter Verfahren
entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt. Fir die gréRenabhéngige Auftrennung von DNA-Fragmenten verwendet man in der
Regel Zentrifugationsverfahren, wie z.B. die Saccharosegradientenzentrifugation oder elektrophoretische Verfahren, wie die
Agarose Gelektrophorese oder aber eine Kombination dieser Verfahren.

Diejenigen Fraktionen, welche Fragmente der richtigen GréRe enthalten, d. h. Fragmente, die aufgrund ihrer Gr6Re in der Lage
sind, ein Protoxin zu kodieren, werden vereinigt (gepoolt) und fir die weiteren Verfahrensschritte verwendet.

Zundchst werden die zuvor isolierten Fragmente durch Verwendung von Standardverfahren in geeignete Klonierungsvektoren
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singespleiBt und anschlieRend mit Hilfe des erfindungsgem#Ren Transformationsverfahrens direkt in Baclllus thuringlensis
oder B.cereus, vorzugsweise aber in pro oxinfreie Stimme von Bacilius thuringlensis eingeschloust.
Als Vektoren kdnnen sowohl gram-positive Plasmide, wie z.B. pBC 16, pUB 110, pC 194, als auch die zuvor im einzelnen
beschriebenen ,Shuttle”-Vektoren verwendet werden. Besonders bevorzugtim Rahmen dieser Erfindung ist der Shuttle-Vektor
pX!200, der im folgenden im Detail beschrieben ist (siehe Beispiel 9.1.}, Geeignete Vektoren enthalten vorzugsweisa
DNA-Sequenzen, die eine leichte |dentifizierbarkeit der transformierten, vektorhaltigen Klone aus der Unzaht
nichttransformierter Klone gewihrleistet. Besonders bevorzugt sind DNA-Sequenzen, die einen spezifischen Marker kodieren,
der bei Expression zu einem leicht selektionierbaren Merkmal fiihrt, wie z. B. einer Antibiotika-Resistenz. Beispielhaft sei hier eine
Resistenz gegeniibar Ampicillin, Chloramphenicol, Erythromycin, Tetracyclin, Hygromycin, G418 oder Kanamycin genannt.
Ebenfalls bevorzugt sind Markergene, die Enzyme mit einern chromogenen Substrat, wie z. B. X-gal (6-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-
D-galaktosid), kodieren. Die transformierten Kolonien kénnen dann sehr einfach anhand einer spezifischen Farbreaktion
nachgewiesen werden.
Nz "1 der Elektroporation werden die behandelten Bacillus thuringlenslis- oder B.cereus-Zellen auf eine selektives
Sporulationsmedium {ibertragen und dort bis zu vollstandigen Sporulation bei einer Temperatur von 10°C bis 40°C,
vorzugswaeise aber bei einer Temperatur von 20°C bis 35°C und ganz besonders bevorzugt bei einsr Temperatur vor 29°C bis
31°C inkubiert. Das Sporulationsmedium enthilt als Selektivsubstanz vorzugsweise eine der obengenannten Antibiotika,
abhdngig vom verwendaten Vektor, sowie ein gesignetes Verfestigungsmittel, wie z.B. Agar, Agarose, Gelatine, usw.
Im Zuge dar Sporulation kommt es zur Autolyse der sporulierenden Zellen, was fiir das nachfolgende Screening von groiem
verfahrenstechnischem Vorteil ist, da ein kiinstliches Aufbrechen der Zellen entféllt. Bei Klonen, die das gesuchte Protoxingen
enthalten und unter der Kontrolle ihres natiirlichen Promotors exprimieren, liegen die gebildeten Kristallproteine frei zugénglich
im Medium vor. Diese frei irn Medium vorliegenden Kristallprotsine kénnen dann z.B. mit Hilfe von Membranfiltern oder durch
andere geeignete MaBnahmaen fixiert werden. Geeignete Membranfilter sind beispielswaise Nylon- oder Nitrozellulose-
Membranen. Membranen dieser Art sind frei kiuflich.
Die so fixierten Kristallproteine kdnrien dann sehr einfach im Rahmen eines geeigneten Screenings auigespiirt und identifiziert
werden.
Bevorzugtim Rakmen dieser Erfindung ist ein immunologisches Screening unter Verweadung protoxinspezifischer Antikérper.
Dis Verfahren des Immunscreenings sind bekannt und beispielsweise bei /35/Young et al., 1983 im einzelnen beschrieben.
Besonders bevorzugt im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Verwendung monoklonaler Antikérper, die ganz
spezifisch einen bestimmten Teil des Proteinmolekiils erkennen. Diese Antikérper konnen entweder einzeln oder aber in Form
eines Cemisches verwendet werden. Darliber hinaus kénnen selbstverstandlich auch polyklonale Antiseren fiir das
Immunscreening verwendet werden, Auch Gemische basierend auf monoklonalen und polyklonalen Antikorpern sind
denkbar.
Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikérper gegen Bacillus thuringiensis-Protoxin-Proteine sind bekannt und z.B. bei
/36/Huber-Lukag, (1984) bzw. bei /37/Huber-Lukat et al., {1986) im Detail beschrieben, Diese Verfahren lassen sich auch im
vorliegenden Fall anwenden.
Das immunologische Screening-Verfahren auf der Basis von Antikérpern ist ein Bestandteil der vorliegenden Erfindung.
Dariiber hinaus kdnnen im Rahmen dieser Erfindung selbstverstandlich auch andere geeignete Screeningverfahren zum
Aufspiiren neuer DNA-Sequenzen in B.thuringiensis und/oder B.cereus verwendet werden.
Baclllus thuringiensis und B. cereus-Zellen, die mit Hilfe des zuvor beschriebenen Verfahrens transformiert worden sind, sowie
dievon diesen transformierten Bacillus-Zellen produzierten Toxine eignen sich in hervorragender Weise fiir die Bekampfung von
Insekten, insbesondere aber zur Bekdmpfung von Insekten aus den Ordnungen Lepidoptera, Diptera und Coleoptra.
Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Bekimpfung von Insekten, das sich dadurch
kennzeichnet, daB man Insekten oder deren Lebensraum mit
a) B.thuringiensis- oder B.cereus-Zellen oder mit einem Gemisch von beiden behandslt, die mit einem rekombinanten
DNA-Molekiil transformiert sind, das ein Strukturgen enthélt, welches fiir ein 8-Endotoxin-Polypeptid kodiert, das
natiirlicherweise in B, thuringlensis vorkommt oder aber ein Polypeptid, das diesem im wesentlichen homolog ist; oder
aber
b) mit zellfreien Kristallkérperpréparaten, die ein Protoxin enthalten, das von besagten transformierten Bacillus-Zellen
produziert wird.
Ebenso umfaf3t von der vorliegenden Erfindung sind insektizide Mittel, die neben den Gblicherweise verwendeten Tréagermiiteln,
Verteilungsmitteln oder Trdger- und Verteilungsmitteln
a) B.thuringlensis- oder B.cereus- Zellen oder ein Gemisch besagter Bacillus-Zellen enthalten, die mit einem rekombinanten
DNA-Molekiil transformiert sind, das ein Strukturgen enthalt, welches fiir ein 3-Endotoxin-Polypeptid kodiert, das
naturlicherweise in B.thuringiensis vorkommt oder aber ein Polypeptid, das diesen im wesentlichen homolcgist; oder aber
b) zellfreie Kristallkérperpréparate, die ein Protoxin enthalten, das von besagten transformierten Baciltus-Zellen produziert
wird,
Fir die Anwendung als Insektizide werden die transformierten Mikroorganismen, die das rekombinante B. thuringiensis-Toxin-
Gen enthalten, vorzugsweise transformierte lebende oder tote B. thuringiensis- oder B, cereus-Zellen, einschlieflich Gemischen
aus lebenden und toten B. thuringiensis- und B.cereus-Zellen, sowie die von besagten transformierten Zellen produzierten
Toxin-Proteine in unverdnderter Form oder vorzugsweise zusammen mit den in der Formulierungstechnik tiblichen Hiifsstoffen,
eingesetzt und in an sich bekannter Weise formuliert, z. B. zu Suspensionskonzentraten, streichbaren Pasten, direkt
verspriihbaren oder verdiinnbaren Lésungen, benetzbaren Pulvern, l6slichen Pulvern, Staubemitteln, Granulaten, und auch
Verkapselungen in z.B. polymeren Stoffen.
Die Anwendungsvarfahren wie Verspriihen, Vernebeln, Verstauben, Verstreuen, Bestreichen oder GieBen werden gleich wie die
Art der Mittel den angestrebten Zielen und den gegebenen Verhaltnissen entsprechend gewahlt.
Es konnen dariiber hinaus selbstvarstandlich auch insektizide Gemische verwendet werden, bestehend aus transformierten,
lebenden oder toten B.thuringliensis- und/oder B.cereus-Zellen sowie aus zellfreien Kristallkorperpraparaten, die ein Protoxin
enthalten, das von besagten transformierten Bacillus- Zellen produziert wird.
Die Formulierungen, d.h. die die transfermierten lebenden oder toten Bacillus-Zellen oder Mischungen davon sowie die von
besagten transformierten Bacillus-Zellen produzierten Toxin-Proteine und gegebenenfalls feste oder fliissige Hilfsmittel
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enthaltenden Mittel oder Zubersitungen werden in bekannter Weise hergestalit, 2.B. durch inniges Vermiscran der
transformierten Zellen und/oder Toxin-Proteine mit festen Trigerstoffen und gegebenenfalls| oberflachenaktiven Verbindungen
(Tensiden).
Als feste Trgerstoffe, . B. fir Stdubemittel und dispergierbare Pulver, werden in der Regel natiirliche Gesteinsmehle verwendet,
wie Calcit, Talkum, Kaolin, Montmorillonit oder Attapulgit. Zur Verbesserung der physikalischen Eigenschaften kénnen auch
hochdisperse Kieselsdure ader hochdisperse saugféhige Polymerisate zugesetzt werden. Als gekérnte adsorptive Granulattrdger
kommen porése Typen wie z.B. Bimsstein, Ziegelbruch, Sepiolit oder Bentonit, als nichtsorptive Trigermaterialien z. B. Calcit
oder Sand in Frage. Dariiber hinaus kann eine Vielzahl von vorgranulierten Materialien anorganischer oder organischer Natur,
wie inshesondere Dolomit oder zerkleinerte Pflanzenriickstdnde verwendet werden.
Als oberflichenaktive Verbindungen kommen nichtionogens, kation- und/oder anionaktive Tenside mit guten Dispergier- und
Netzeigenschaften in Betracht. Unter Tensiden sind auch Tensidgemische zu verstehan.
Geeignete anionische Tenside kénnen sowoh! sog. wasserldsliche Seifen als auch wasserldsliche synthetische
oberflachenaktive Verbindungen sein.
Als Seifen seien die Alkali-, Erdalkali- oder unsubstituierte oder substituierte Ammoniumsalze von héheren Fettsiduren (Cyo~C22),
wie z.B. die Na- oder K-Salze der Ol- oder Stearinséure oder von natiirlichen Fet'séiuregemischen, die z.B. aus KokosnuR- oder
Talgd! gewonnen werden kénnen, genannt. Ferner sind auch die Fettséure-methyl-taurinsalze zu erwihnen, wie z.B. das
Natriumsalz der cis-2-(methyl-9-actadecenylamino)-ethansulfonsdure (Gehalt in Formulierungen vorzugsweise etwa 3%).
Haufiger werden jedoch sagenannte synthetische Tenside verwendet, insbusondere Fettsulfonato, Fettsulfate, sulfonierte
Benzimidazolderivate oder Alkylarylsulfonate oder Fett-Alkohole, wie 2.B. 2,4,/,9-tetramethy!-5-decin-4,7-diol (Gehalt in
Formulierungen, vorzugswaeise bei etwa 2%).
Die Fettsulfonate oder -sulfate lisgen in der Regel als Alkali-, Erdalkali- oder gegebenenfalls unsubstituierte Ammoniumsalze vor
undweisen einen Alkylrest mit 8 bis 22 C-Atomen auf, wobsi Alkyl auch den Alkylteil von Acylresten einschlieRt, z. B. das Na- oder
Ca-Salz der Ligninsulfonséure, des Dodecylsulfats oder eines aus natiirlichen Fettsduren hergesteliten
Fettalkoholsulfatgemisches. Hierher gehdren auch die Salze der Schwefelsaureester und Sulfonsauren von Fettalkohol-
Ethylenoxid-Addukten. Die sulfonierten Benzimidazolderivate enthalten vorzugsweise 2 Sulfonsduregruppen und einen
Fettséurerest mit 8-22 C-Atomen. Alkylarylsulfonats sind z.B, die Na-, Ca- oder Tridthanolaminsalze der
Dodecylbenzolsulfonsiure, der Dibutylnaphthalinsulfons#ure oder eines Naphthalinsulfonsdure-
Formaldehydkondensationsproduktes.
Ferner kommen auch entsprachende Phosphate, wir. z, B, Salze des Phosphorséureesters eines p-Nonylphenol-(4 bis 14)-
ethylenoxid-Adduktes, in Frage.
Als nichticnische Tenside kommen in erster Linie Polyglykoletherderivate von aliphatischen oder cycloaliphatischen Alkoholen,
geséttigten oder ungesittigten Fettsauren und Alkylphenolen in Frage, die 3 bis 30 Glykolethergruppen und 8 bis 20
Kohlenstoftatome im (aliphatischen) Kohlenwasserstoffrest und 6 bis 18 Kohlenstoffatome im Alkylrest der Alkylphenole
enthalten kénnen.
Weitere gaeignete nichtionische Tenside sind die wasser!dslichen, 20 bis 250 Ethylenglykolethergruppen und 10 bis 100
Propylenglykolethergruppen enthaltenden Polyethylenoxid-Addukte an Polypropylenglykol,
Ethylendiaminopolyprepylenglykol und Alkylpolypropylenglykol mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen in der Alkylkette. Die
genannten Verbindungen enthalten tiblicherweise pro Propylenglykoleinheit 1 bis 5 Ethylenglykoleinheiten.
Als Beispiele nicht-ionischer Tenside seien Nonylphenolpolyethoxyethanole, Ricinusélpolyglykolether, Polypropylen/
Polyehylenoxid-Addukte, Tributylphenoxypolyethoxyethanol, Polyethylenglykol und Octylphenoxypolyethoxyethanol
erwidhnt. Ferner kommen auch Fettsiureester von Polyoxyethylensorbitan wie das Polyoxyethylensorbitan-trioleat in
Betracht.
Bei den katicnischen Tensiden handelt es sich vor allem um quartire Ammoniumsalze, welche als N-Substituenten mindestens
einen Alkylrest mit 8 bis 22 C-Atomen enthalten und als weitere Substituenten unsubstituierte oder halegenierte Nieder-Alkyl-,
-Benzyl- oder niedrige Hydroxyalkylreste aufweisen. Die Salze liegen vorzugsweise als Halogenide, Methylsulfate oder
Ethylsulfate vor, z.B. das Stearyltrimethylammoniumchiorid oder das Benzyldi{2-chlorethyl)ethylammoniumbromid.
Die in der Formulierungstechnik gebrauchlichen Tenside sind u. a. in folgenden Publikationen beschrieben:
/38/1986 International McCutcheon's Emulsifiers & Detergents, The Manufacturing Confectioner Publishing Co.,
Glen Rock, NJ, USA; Helmut Stache , Tensid-Taschenbuch” Carl Hanser-Verlag Miinchen/Wien 1981.
Die agrochemischen Mittel enthalten in der Regel 0,1 bis 99%, insbesondere 0,1 bis 95%, der transformierten, lebenden oder
toten Bacillus-Zellen oder Mischungen davon, baw. der von besagter transformierten Bacillus-Zellen produzierten Toxin-
Proteinen, 99,9 bis 1%, insbesondere 99,8 bis 5%, eines festen oder fliissigen Zusatzstoffes und 0 bis 25%, insbesondere 0,1 bis
25%, eines Tensides.
Wihrend als Handelsware eher konzentrierts Mittel beverzugt werden, verwendet der Endverbraucher in der Regel verdiinnte
Formulierungen.
Solche Mittel konnen noch weitere Zusatze wie Stabilisatoren, Entschiumer, Viskosititsregulatoren, Bindemittel, Haftmitte!
sowie Diinger oder andere Wirkstoffe zur Erzislung spezieller Effekte enthalten.
Die transformierten lebenden oder toten Bacillus-Zellen oder Mischungen davon, die die rekombinantsn B. thuringlensis-Toxin-
Gene enthalten, sowie die von besagten transformierten Bacillus-Zellen produzierten Toxin-Proteine selbst sind hervorragend
fir die Bekéimpfung von Schadinsekten geeignet. Vorzugsweise sind dabei pflanzenzerstérende Insekten der Ordnung
Lepldoptera zu nennen, insbesondere solche der Gattungen Pleris, Helisthis, Spadoptera und Plutella, wie beispielsweise Pieris
brassicae, Heliothis virescens, Heliothis zea, Spodoptera littoralis und Plutella xylostella.
Weitere Schadinsekten, die mit Hilfe der zuvor beschriebenen insektiziden Zubereitungen bekampft werden kénnen, sind
beispielsweise Kéfer der Ordnung Coleoptera, insbesondere solche der Familie Chrysomelidas, wie z. 8. Diabrotica
undecimpunctata, D. longicornis, D.virgitera, D.undecimpunctata howardi, Agelastica alni, Leptinotarsa decemlineata usw.
sowie Insekten der Ordnung Diptera, wie beispielsweise Anopheles sergentii, Uranatenia unguiculata, Culex univittatus, Aedes
aegypti, Culex pipiens, usw.
Die Aufwandmengen, in denen die Bacillus-Zellen, bzw. die von diesen produzierten Toxin-Proteine eingesetzt werden, hingen
von den jeweiligen Bedingungen ab, wie beispielsweise den Witterungsverhiltnissen, der Bodenbeschaffenheit, dem
Pflanzenwachstum und dem Applikationszeitpunkt.



-32- 283 840

Farmulieruiigsbelsplele far B, thuringlensis-Toxin enthaltendes Material

Bei den folgenden Formulierungsbeispielen sind unter dem Begriff , Baclllus-Zellen*” solche B. thuringlensis- und/oder B. cereus-
Zellen zu verstehen, die ein erfindungsgemR rekombinantes B.thuringlensis-Gen enthalten. (Bei den Angaben handelt es sich
durchgehend um Gewichtsprozente.)

F1. Granulate a) b)
Bacillus-Zellenund/oder von

diesen produziertes Toxin-Protein 5% 10%
Kaolin 94% -
Hochdisperse Kiesels#ure 1% -
Attapulgit - 90%

Die Bacillus-Zellen und/oder von diesen produziertes Toxin-Protein werden zunichst in Methylenchlorid suspendient,
anschlieBend wird die Suspension auf das Trégermaterial aufgespriiht und danact. das Suspendierungsagens im Vakuum
verdampft.

F2. Staubemittel a) b)
Bacillus-Zellen und/oder von ,

diesen produziertes Toxin-Protein 2% 5%
Hochdisperse Kieselsaure 1% 5%
Talkum 97% -
Kaolin - 90%

Gebrauchsfertige Staubemittel erhélt man durch inniges Vermischen der Trigarstoffe mit den Bacillus-Zellen und/oder dem von
diesan produzierten Toxin-Protein.

F3. Spritzpulver a) b) c)
Bacillus-Zellen und/oder von

diesen produziertes Toxin-Protein 25% 50% 75%
Natrium-Ligninsulfonat 5% 5% -
Natrium-Laurylsulfat 3% - 5%
Natrium-Diisopropyl-

naphthalinsulfonat - 6% 10%

Octylphenolpolyethylen-
glykolether (7-8 Mole

Ethylenoxid - 2% -
Hochdisperse Kieselséure 5% 10% 10%
Kaolin 62% 27% -

Die Bacillus-Zellen und/oder von diesen produziertes Toxin-Protein werden sorgfaltig mit den Zusatzstoffen vermischt und das
erhaltene Gemisch anschlieRend in einer geeigneten Miihle gut vermahlen.
Man erhalt Spritzpulver, die sich mit Wasser zu Suspensionen jeder gewiinschten Konzentration verdiinnen lassen.

F4. Extruder-Granulate
Bacillus-Zellen und/oder von

diesen produziertes Toxin-Protein 10%
Natrium-Ligninsulfonat 2%
Carboxymethylcellulose 1%
Kaolin 87%

Die Bacillus-Zellen und/oder von diesen produziertes Toxin-Protein werden mit den Hilfsstoffen gemischt, sorgfiltig vermahlen
und mit Wasser angefeuchtet. Dieses Gemisch wird extrudiert und anschlieRend in Luftstrom getrocknet.

F5. Umhillungsgranulat
Bacillus-Zellen und/oder von

diesen produziertes Toxin-Protein 3%
Polyethylenglykol 200 3%
Kaolin 94%

Die homogen vermischten Bacillus-Zellen und/oder von diesen produziertes Toxin-Proteinwerdenin ein.em Mischer auf das mit
Polyethylenglykol angefeuchtete Kaolin gleichmiRig aufgetragen. Auf diese Weise erhélt man staubfreie
Umhillungsgranulate.
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F6. Suspensionskonzentrat
Bacillus-Zellen und/oder von

diesen produziertes Toxin-Protein 40%
Ethylenglykot 10%
Nonylphenolpolyethylenglykol

(15 Mole Ethylenoxid) 6%
Alkylbenzolsulfonsaure-

tristhanolaminsalz* 3%
Carboxylmethylcellulose 1%
Silikondlin Form einer 75%igen

wirigen Emulsion 01%
Wasser 39%

* Alkyl ist vorzugsweise linear mit 10 bis 14, insbesondere 12-14 Kohlenstoffatomen wie beispielsweise
n-Dodecylbanzolsulfonsduretriethanolaminsalz.

Die homogen vermischten Bacillus-Zellen und/oder von dissen produziartes Toxin-Protein werden mit den Zusatzsioffen innig
vermischt, Man erhélt so ein Suspensionskonzentrat, aus walchem durch Verdiinnen mit Wasser Suspensionen jedur

gewinschten Konzentration hergestallt werden kénnen.
i

Ausfiihrungsbeispiele

Allgemeine rekombinante DNA-Techniken

Da viela der in dieser Erfindung genutzten rekombinanten DNA-Techniken Routine fiir den Fachmann sind, wird im fo'genden
eine kurze Beschreibung der allgemein gebrauchlichen Techniken gegeben, so dafd av. diese allgemeinen Angabenim conkreten
Ausfiihrungsbeispiel verzichtet werden kann. Sofern nicht ausdriicklich darauf hingewiesen wird, sind alle diese Verfal reninder
Referenz von /33/Maniatis et al., 1982 heschrieben.

A.Schneiden mit Restriktionsendonukleasen

Typischerweise sind etwa 50 ug/ml bis 500ug/ml DNA in dem Reaktionsansatz enthalten, in der vom Herstelier, New England
Biolabs, Beverly, MA., empfohlenan Pufferlésung. Fiir jades g DNA werden 2 bis 5 Einheiten von Restiiktionsendonukleasen
hinzugefiigt und der Reaktionsanst tz bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur fiir sine bis drei Stunden inkubiert, Die
Reaktion wird durch 10miniitice s Erhitzen auf 65°C orler durch Extraktion mit Phenol, gefelgt durch Prézipitation der DNA mit
Ethanol, beendet. Diuse Technik wird auch auf den Seiten 104 bis 106 der /33/Maniats et al.-Referenz beschrieben.

B. Behandlung der DNA mit Polymerase, um glatte Enden zu erzeugen

501g/ml bis 500 ug/ml DNA-Fragmente werden zu einem Reaktionsansatz hinzugefiigt, in dem vom Hersteller, New England
Biolabs, empfohlenen Puffer. Der Reaktionsansatz enthilt alle vier Desoxynukleotidtriphosphate in Konzentrationen von 0.2mM.
Nach Zusatz einer geeigneten DNA-Polymerase erfolgt die Reaktion wihrend 30 Minuten bei 18°C und wird dann durch
10miniitiges Erkitzen auf 65°C beendet, Fiir Fragmente, die durch Schneiden mit Restriktionsendonukleasen erhalten werden,
welche 5'-liberstehende Enden erzeugen, wie EcoRl und BamHI, wird das groRRe Fragment, oder Klenow-Fragment, der
DNA-Polymerase verwendet. Fiir Fragmente, die durch Endonukleasen erhalten werden, walche 3'-iiberstehende Enden
erzeugen, wie Psti und Sacl, wird die T4-DNA-Polymerase verwendet. Die Verwendung die ser beiden Enzyme wird auf den
Seiten 113 bis 121 der /33/Maniatis et al.-Referenz beschrieben.

C. Agarose-Gelektrophorese und Reinigung der DNA-Fragmenten von Gelverunreinigungen

Die Agarose-Gelektrophoresz wird in einer horizontalen Apparatur durchgefiihrt, wie dies auf den Seiten 150 bis 163 der /33/
Maniatis et al.-Referenz beschrieben ist. Der verwendete Puffer entspricht dem dort beschriebenen Tris-Boat- oder Tris-
Acetatpuffer. Die DNA-Fragmente werden durch 0,5ug/mi Ethidiumbromid gefarbt, das entweder im Gel- oder im Tankpuffer
wihrend der Elektrophoiese vorhanden ist oder aber wahlweise erst nach der Elektrophorese hinzugefiigt wird, Die DNA wird
durch Beleuchtung mit langwelligem Ultraviolettlicht sichtbar gemacht. Wenn die Fragmente vom Gel abgetrennt werden
sollen, wird eine Agarose verwendet, die bei niedriger Temperatur geliertund von Sigma Chemiu 1l, St. Louis, Missouri, bezogen
werden kann. Nach der Elektrophorese wird das gewlinschte Fragment ausgeschnitten, in ein Plastikréhrchen gegeben, etwa
15 Minuten auf 65°C erhitat, dreimal mit Phenol extrahiert und zweimal mit Ethanol gefallt. Dieses Verfahren ist gegeniiber dem
von /33/Maniatis et al. auf Seite 170 beschriebenen leicht verdndert,

Als Alternative kann die DNA auch aus dem Agarosegel mit Hilfe des ,Geneclean Kits” {Bio 101 Inc., La Jolla, CA, US) isoliert
werden.

D. Entfernenon 5'-terminalen Phosphaten von DNA-Fragmenten

Wahrend der Plasmidklonierungsschritte vermindert eine Behandlung des Vektorplasmids mit Phosphatase die
Rezirkularisation des Vektors (diskutiert auf Seite 13 der /33/Maniatis et al.-Referenz). Nach dem Schneiden der DNA mit der
richtigen Restriktionsendonukleasc wird eine Einheit alkalische Phosphatase aus dem Darm von Kélbern hinzugefiigt. die von
Boehringer-Mannheim, Mannheim, erworben werden kann. Die DNA wird eine Stunde bei 37°Cinkubiert und anschlieBend
zweimal mit Phenol extrahiert und mit Ethanol gefal't.



~-34- 283 840

E. Verkniipfen der DNA-Fragmente

Wenn Fragmente mit komplementiren kohésiven Enden miteinander verknlpft werden sollen, werden etwa 100 ng jedem
Fragmentin einem Reaktionsgemisch von 20l bis 40l mit etwa 0,2 Einheiten T4 DNA-Ligase von New England Biolabsim vom
Hersteller empfohlenen Puffer inkubiert. Die Inkubation wird 1 bis 20 Stunden lang bei 16°C durchgefiihrt. Wenn DNA-Fragmente
mit giatien Enden verkniipft werden sollen, werden sie, wis oben beschrieben, inkubiert, wobei aber die Menge der T4 DNA-
Ligase in diesem F~Il auf 2 bis 4 Einheiten erhoht wird.

F. DieTransform. unvonDNAinE.coli
E.coll-Stamm HB 101 wird fiir die meisten Experimente verwendet. DNA wird mit dem Kalziumchloridverfahren, wie s von
/33/Maniatis et al., Seiten 250 bis 251, beschrieben wurde, in E. coli eingefiihrt,

G. Screening von E.coli auf Plasmide

Nach der Transformation werden die resultierenden Kolonien von E. coll auf das Vorhandensein des gewiinschten Plasmids
durch ein s~hnelles Plasmidisolationsverfahren gepriift. Zwei gebrauchliche Verfahren werden auf den Seiten 366 bis 369 der
/33/Maniatis st al.-Referenz beschrieben.

H. Isolierung von Plasmid-DNA in groRem MaBstab
Verfahran zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli in groflem MaRdstab werden auf den Seiten 88 bis 94 der /33/Maniatis et
a..-Referenz beschrieben., .

Medien und Pufferldsungen

LB-Medium g/l
Trypton 10
Hefeextrakt 5
NaCl 5
Antiblotic Medium Nr.3 {Difco Laboratories) {g/l)
Rinder Fleischextrakt 1,5
Hefeextrakt 1.5
Peptone 5
Glucose 1
NaCl 3,5
K,HPO, 3,68
KH.PO, 1,32
SCGY-Medium (g/1)
Casaminoacids 1
Hefeextrakt 01
Glucose 5
K;HPO, 14
KH;PO, 6
Naj-Citrat 1
(NH,);S0,4 2
M9804 . 7H20 0,2
GYS-Medium (/22/Yousten & Rogoff, 1969) (g/h)
Glucose 1
Hefeextrakt 2
{NH,),SO0. 2
K,HPO, 0,5
MgSOQ, - 7H,0 0,2
CaCl, - 2H,0 0,08
MnSO. . Hzo 0,05
pHvor Autoklavieren auf 7,3 einstellen.

PBS-Puffer (mM)
Saccharnse 400
Phosphat-Puffer, pli6,0 7
TBST-Puffer {mM)
Tween 20* 0,05% (w/v)
Tris/HCI* (pH8,0) 10
NacCl 150

* Twsen20 Polyethoxysorbitanlaurat
* Tris/HCI a,a,a-Tris{hydroxymethyl)methylaminohydrochtorid

Die im Prioritétsdokument fiir die Benennung der Plasmide gewahite interne Bezeichnung pK wurde fiir die Auslandsfassung
durch die offiziell anerkannte Bezeichnung pXI ersetzt.
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Auch die Bezeichnung fir die im Rahman der Ausfiihrungsbeispiele verwendete asporogane B.thuringiensis-HD 1-Mutante
wurde von cryP nach cryB gedndert,

Baisplel 1: Transformation von B.thuringlensis mit Hilfe der Elektroporation

Beisplel 1.1: 10ml eines LB-Mediums (Trypton 10g/l, Hefeextrakt 5g/l, NaCi 5g/i) worden mi. Sporsn von B, thuringiensis var,
kurstaki HD 1¢ryB (/39/Stahly DP et al., 1978) einer plasmidfreien Variante von B. thuringlensis var. kurstaki HD 1, inokuliert,
Dieser Ansatz wird (iber Nacht bei siner Temperatur von 27°C auf einer Rundschiittelmaschine bei 50 Upm inkubiert, Danach
wird die pg/ml Kultur in 100 ml bis 400 mi LB-Medium 100fach verdiinnt und bei einer Temperatur von Z0°C auf einer
Rundschittelmaschine bei 250 Upm weiter kultiviert, bis eine optische Dichte (0Dgs) von 0,2 erreicht ist.
Die Zellen werden mit Hilfe einer Zentrifugation geerntet und in /s Volumen eines eisgekiihiten PBS-Puffers
{400mM Saccharose, 1 mM MgClz, 7mM Phosphat-P..ffer pH6,0) suspendiert. Die Zentrifugation und anschlieRende Suspension
der geernten Bthuringiensis-Zelicn in PBS-Puffer wird einmal wiederholt.
Die so vorbehandelten Ze'ien kdnnen dann entweder direkt elektroporiert oder aber nach Zugabe von Glycerin in die
Pufferlosung (20% [w/v]), bei —20°C bis —70°C aufbewahrt und zu einem spéteren Zeitpunkt verwendet werden.
800pl Aliquots der eisgekiihiten Zellen werden dann in vorgekiihlte Kiivetten iiberfiihrt, anschlieBend wird 0,2 ug pBC 16-Plasmid
DNA (/40/Bernhard K. et al., 1978) (20pg/ml) zugegeben und der gesamte Ansatz 10 Minuten bei 4°C inkubiert.
Bei Verwendung von tiefgekiihltam Zel!material wird zunéchst ein geeignetes Aliquot gefrorener Zellen in Eis oder bei
Raumtemperatur aufgetaut. Di2 weitere Behandlung erfolgt analog dem Vorgehen bei Verwendung frischen Zellmaterials,
Danach wird dis Kiivette in eine EleXtroporationsapparatur singebracht und die in der Suspension varliegendan B. thuringiensis-
Zellen werden einer Elektroporation unterzogen, ir dem s’e durch einmaliges Entladen eine- Kondensators mit Spannungen
zwischen 0,1kV und 2,5kV beaufschlagt werden.
Der hier verwendete Kondensator weist eine Kapazitit von 25uF auf, die Kiivetten haben einen Elektrodenabstand von 0,4¢m,
was bei einer Entladung je nach Einstellung zu einer exponantiell abnehmenden Feldstarke mit anfénglichen Spitzenwerten von
0,25kV/cm bis 6,25kV/cm fiihrt. Dis evponentielie Abklingzeit liegt in einem Bereich zwischen 10ms und 12ms.
Fir die beschriebenen Elektroporationsversuche kann beispielsweise ein Elektroporationsgerat der Firma Bio Rad verwendet
werden (,Gene Pulser Apparatus”, # 165~2075, Bio Rad, 1414 Harbour Way South, Richmond, CA%4804, USA).
Selbstverstdndlich ist auch jedes andere geeignete Gerét in dem erfindungsgemaRen Verfahren einsetzbar.
Nach einer weiteren 10miniitigen Inkubation bei 4°C wird die Zellsuspension mit 1,2mi LB-Mediurn verdiinnt und 2 Stunden bei
ainer Temperatur von 30°C auf einor Rundschiittelmaschine bei 250 Upm inkubiert.
AnschlieBend werden geeignete Verdiinnungen auf LB-Agar (LB- Medium verfestigt mit Agar, 15g/1) ausplattiert, der ein fiir die
Selektion des neuerhaltenen Plasmids geeignetes Antibiotikum afs Zusatz enthélt. Im Falle von pBC 16 handelt es sich dabei um
Tetracyclin, das dem Medium in einer Kanzentration von 20mg/l zugsgeben wird,
Die fiir B. thuringiensis-HD 1cryB und -pBC 16 in Abhingigkeit der angelegten Ausgangsspannung bei gegebenem
Plattenabstand erzislten Transformationsfrequenzen sind in Abbildung 1 wiedergegeben.
Die Expression der eingeschieusten DNA kann anhand der auftretenden Tetracyclinresistenz nachgewiesen werden. Bereits
2 Stunden nach der Transformation von pBC 16 in B. thuringlensis erfolgt eine vollsténdige phinotypische Expression der neu
eingefiihrten Tetracyclin-Resistenz {siche Tabelle 2).
Beispiel 1.2: Die Transformation von B.thuringiensis-Zellcn wird in genau analoger Weise zu Beispie! 1.1, durchgefiihrt, mitder
Ausnahms, daB das Volumen, der fiir die Elektroporation vorgesehenen Zellsuspension, in diesem Fall 400l betrigt.

Durch diese Verfahrensmafnahme kann die Transformationsfrequenz um den Faktor 10 erhéht werden.

Beisplel 2: Transformation von B.thuringiensis HD 1 cry B mit einer Reihe verschiedener Plasmide

Die meisten Versuche werden mit dem Plasmid pBC 16 durchgefiihri, einem natiirlich vorkommenden Plasmid aus B. cereus.
Daneben kénnen aber auch andere natrlich vorkommende Plasmide erfotgreich in B.thuringiensis- Zellen eingeschleust
werden, wie z.B. pUB 119 (/25/Polack, J., und Novik, R.P., 1982), pC194 {/24/Horinouchi, 3., und Weisblum, B., 1982) und plM 1%
(/26/Mahler, I., und Halvorson, H.0., 1980) (siehe Tabelle 3).

Auch Varianten dieser Plasmide, die besser geeignet sind fiir die Aiveiten mit iekombinanter DNA als die na*“irlichen Isolate
lassen sich mit Hilfe des erfindungsgemiRen Verfahrens in den B. thuringiensis- Stamm HD 1 cryB transfoimisren, wie z.B. der
B. subtilis Klonierungsvektor pBD64 (/27/Gryczan, T., et al., 1980} sowie die Plasrnide pBD 347, pBD 348 und pUB 1664 (siche
Tabelle 3; die Plasmide pBD 347, pBD348 und p! 1B 1164 kénnen von Dr.W. Schurter, CIBA-GEGY AG, Basel bezogen werden).
Die Transformationsergebnisse der Tabelle 3 machen deutlich, daB unab.angig von der verwendeten Plasmid-DNA bei
Anwendung des erfindungsgeméaBen Transformationsverfahrens Transformationsfrequenzen erreicht werden, die — mit einer
Ausnahme - alle im Bereich zwischen 10° bis 107 liegen.

Beispiel 3: Konstruktion eines ,Shuttle“-vektors fiir Bacillus thuringiensis

Bestehende Lifunktionelle Vektoren fiir E.cali und B. subtills wie z. B. pHV 33 (/41/Primrose, S.B., und Ehrlich, S.D., Plasmid, 6:
193-201, 1981) sind fii B. thuringiensis HD 1 cryB nicht geeignet {siehe Tabelle 3).

Fur die Konstruktion eines potenten bifunktionellen Vektors wird zunachst das groRe EcoRI-Fragment von PBC 16 mit Hilfe von
T4 DNA-Ligase in die EcoRlI-Stelle des Plasmids pUC® !/28/Vigira, J., und Messing, J., 1982) eingespleist. AnschlieRend werden
E.coli-Zellen mit diesem Konstrukt transformiert. Eine mit Hilfe einer Restriktionsanalyse als korrekt erkannte Konstruktion wird
pX162 genannt.

Esfolgtdie Entfernung der distal der pUC8 Polylinkerregion gelegenen EcoRI Schnittsteile. Durch eine partielle EcoRI-Verdauung
wird pXi62 linearisiert. Die kohésiven EcoRI-Enden werden mit Klenow-Polymerase aufgefiilit und mit T4 DNA-Ligase wieder
21sammengefiigt. Nach Transformation in E. cali wird eine mit Hilfe einer Restriktionsanalyse als richtig erkannte Konstruktion
ausgewdhltund pX161 genannt. Eine Karte von pX 61 mit den Schnittstellen von Restriktionsenzymen, die pXi61 nur einmal
schneiden, ist in. Abbildung 3 gezeigt.

Diese Konstruktion laRt sich mit Hilfe der in Beispiel 1 beschriebenen Transformationsmethode direkt in B.thuringiensis HD1
cryB transformieren.
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Aufgrund starker Restriktionsbarrieren in B.thuringlensis Stimmen liegen die Transformationsraten in diesem Fall bei
Verwendung der aus E. coli stammenden pX161 DNA niedriger als bei Verwendung der aus B. thuringlensis HD 1 cryB
stammenden Plasmid-DNA (siehe Tabelle 3). Dennoch erwsist sich pX161 als sehr geeignet fiir die Durchfiihrung von
Klonierungsexperimenten in B.thuringiensis,

Beisplel 4: Einschleusung der Kurhd 1 delta-Endotoxingens In Stdmmen von B.thuringlensis und B. cereus

Die im Rahmen dieser Erfindung fiir die Einschleusung und Expression in B. thuringlensis bzw. B. cereus varwendete DNA-
Sequeng, die fiir ein kurhd 1 delta-Endotoxin-Protein kodiert, stammt aus dem Plasmid pK 36, das mit Datum vom 4. M&rz 1986 bei
der als Internationale Hinterlegungsstelle anerkannten Deutschen Sammlung von Mikroorganismen, BRD, entsprechend den
Anforderungen des Budapestar Vertrages fiir die Internationale Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen zum
Zwecke der Patentierung unter der Hinterlegungsnummer DSM 3668 hinterlegt wurde.

Eine detallierte Beschreibung der Verfahren zur [dentifizisrung und Isolierung der 5-Endotoxin-Gene sowie der Konstruktion des
Plasmids pK36ist in der Européischen Patentanmeldung EP 0238441 enthalten und in Form einer Referenz ein Bestandteil der
vorliegenden Erfindung.

pK36 Plasmid DNA wird mit den Restrikationsenzymen Pst 1 und BamH 1 komplettverdaut und das 4.3Kb umfassende Fragment,
das das Kurhd 1 delta-Endotoxingen (vgl. Formel |) enthilt, aus einem Agarosegel isoliert. Dieses Fragment wird dann in pXi61
eingesplailt, welches zuvor mit Pst1 und B..mH 1 verdaut und mit alkalischer Phosphatase aus dem Kélberdarm behandelt
wurde. Nach der Transforn:ation von E. coli HB 101 wird ein mit Hilfe einer Restrikationsanalyse als korrekt erkannte Konstruktion
isoliert, die die Bezeichnung pX|193 erhiilt. Eine Restriktionskarte won pX193 ist in Abbildung 7 wiedergegeben.

pX193 kann auf 2 verschiedenen Wegen in B. thuringiensis HD 1 cry8 eingebracht warden.

a) B.thuringiensls Zellen werden direkt mit einem pX193 Isolat aus E. coll mit Hilfe des in Beispiel 1 beschriebenen
erfindungsgemaBen Transformationsverfahrens transformiert.

b} pX193 wird zundchst in B. snbtilis Zellen transformiert, wie bei Chang und Cohen, 1979 beschrieben. Aus einem
Transformanten, der die komplette und intakte pXI93 Plasmid DNA enthilt, wird diesa isoliert und ansc™lieBend mit Hilfe der in
Beispiel 1 baschrigbenen Elektroporationsmethode in B.thuringlensis HD 1 cryB transformiert,

Die Anwendung beider Verfahren fithrt zu Transformanten, die das intakte pX193 Plasmid enthalten, was anhand einer
Restriktionsanalyse gezeigt werden kann.

Beispiel 5: Nachwels der Expression des delta-Endotoxingens in B. thuringiensis

Sporulierende Kulturen von B. thuringiensis HD 1 cryB, HD'1 cryB (pXI161) und HD 1 cryB (pX193) und HD 1 werden im
Phasenkontrastmikroskop bei 400facher VergréBerung miteinander verglichen. Nur im pX193 und in HD 1 enthaltenden Stamm
kénnen die typischen bipyramidalen Proteinkristalle nachgewiesen werden, Extrakte aus den selben Kulturen werden auf einem
SDS-Polyacryiamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nur fiir den das Plasmid pX!93 und bei HD 1 enthaltenden Stamrn konnte
auf dem Gel eine Proteinbande vn 130000 Dalton nachgewiesen werden, die dem Kurhd 1 Genprodukt entspricht

(Abbildung 8a).

In der ,Western blot” Analyse {Abbildung 8b) reagiert dieses 130060 Dalton Protsin und seine Abbauprodukte spezifisch mit
polyklonalen Antikérpern, die zuvor gegen Kristallprotein aus B. thuringlensis var. Kurstaki HD 1 gem&R bei /42/Huber-Lukac, H.,
1982 beschriebenen Verfahren hergestelit werden. Eine detallierte Beschreibung dieses Verfahrens findet man in der
Europdischen Patentanmeldung EP 238,41, di2 i1 Form einer Referenz ein Bestandteil dieser Erfindung ist. Auf dem Plasmid
pXI193 befindet sich stromaufwarts der Taxir-kc Jierenden Region ein 156 Bp umfassender DNA Abschnitt, der den
vorbeschriebenen Sporulation-abhéngiga: Te::dem-Promotor (/29/Wong, H.C., et al, 1983), enthilt. Diese Sequenz ist
ausreichend fiir einc hohe Expression des dei:+ Endotoxingens in B.thuvinglensis HD 1 cryB und B.cereus 569K.

Beisplel 6: Nachwaels der Toxizitét des vekambinanten B. thuringiensis HD 1 ¢ryB (pXi93)

B.thuringiensis HD 1 cryB und HD 1 cryB {nX:93) werden bei 25°C in Sporulationsmedium (GYS-Medium) geziichte:. Nach
vollstindiger Sporulation, die im Phasenkontrastmikroskop kontrolliert wird, werden Sporen und (soweit vorhanden)
Protoxinkristalle durch Zentrifugation geerntet und Spriih-getrocknet. Das daraus resultierende Pulver wizd in verschiedenen
Konzentrationen der Diitvon L-1 Larven von He".othis virescens /tobacco budworm) beigemischt. Die Mortalitit der Larven wird
nach sechs Tagen bestimmt,

Wie erwartet ist der Protoxingen-freie Starm HD 1 cryB nicht toxisch fiir Heliothis virescens, wihrend der mit Plasmid pXI193
transformierte Stamra eine Dosis-abhangi je Mortalitit von H.virescens verursacht {Tabelle 4). Dies zeigt, daR durch das
Elektroporationsver{ahren hergestellte rekumbinante Stamme tatséchlich als Bioinsektizid verwendet werden kdnnen.

Beisplel 7: Elaktroporation verschiedener B.thuringisnsis und B. spec. Staimme

Das unter Beispiel 1 beschriebene Transformationsprotokoll fiir &, thuringiensis HD 1 cryB 1a8t sich auch auf andere Stimme
anwenden.

Alle getesteten Stiimy~e von B.thuringlensis var. kurstaki lasser sich mit dieser Methode sehr einfach und effizient
transformieren (Tauslle 5).

Mit einem Laborstamm von B.cereus kdnnen ebenfalls ausgezeichnete Transformationsfrequenzen erreicht werden. Das
gleiche gilt auch fiir weitere der getesteten B.thuringiens:s Varisi iten (var. israelensis, var. kurstaki). B. subtilis dagegen|aBtsich
durch das Eiekiroporaticnsverfahren nur sehr mangelhaft transformieren.

Bei Anwendung der Prc teplasten-abhingigen PEG-Methoc 2 konnte dagegen mit B. subtilis Transformationsraten von

4 x 10%/pg Plasmid DNA erreicht werder,

Die niedrigen Transfarmationsraten von vor: B.subtilis bei Anwendung der Elektroporationstechnik stehen nichtim
Zusammenhang mit filsch gewéhlten Parametern, wie z. B. einer ungeeigneten Spannung oder mit einer hohen Mortalitétsrate,
verursacht durch ele! trische Impulse, wie aniand der Abb.9 ersichtlich ist.
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Belsplel 8; Transformation von B. thuringiensis HD 1 cry” mit dem f-Galaktosidasegen

8.1. Einbau elner BamHI-Restriktionsschnittstelle unmitwslbar vor das erste AUG - Kodon des B. thuringlensis Protoxingens
Bevor das B-Galaktosidase Gen aus dem Plasmid piWiTh5 (erhéltlich von Dr. M. Geiser, CIBA-GEIGY AG, Basel, Schwaeiz) mit dem
Promotor des Kurhd 1 8-Endotoxingens aus B.thuringlensis verkniipft werden kann, muf} zunéchst die in der Umgebung des
AUG Startkodons befindliche DNA Sequenz des Protoxingens modifiziert werden.

Diese Modifikation wird mit Hilfe einer Oligonukleotid-vermittelten Mutagenese durchgefiihrt, unter Verwendung des
einzelstréingigen Phagen M13mp 8, der das 1.8kB umfassende Hincll-Hindlll Fragment aus dem &-Endotoxingen, das die
&'.Region des Toxingens umfaBt, enthalt.

Zunichs: werden 3g des Plasmids pK 36 (vgl. Beispiel 4) mit den Restriktionsenzymen Hindlil und Hincll verdaut. Das
resultierende 1.8kb-Fragment wird iiber eine Agarosegelelektrophorese gereinigt und anschlieBend aus dem Gel isoliert.
Parallel dazu werden 100ng M 13mp8 RF P:.¢gen-DNA (Biolab, Tozer Road, Beverly MA, 01915, USA oder jeder beliebige
Hersteller) mit den Restriktionsenzymen Smal und Hindlll verdaut, phneolisiert und durch Zugabe von Ethanol prézipitiert. Die so
bahandelte Phagen-DNA wird dann mit 200 ng des zuvor isolierten Protoxin-Fragmentes vermischt und durch Zugabe von T4
DNA Ligase mit diesem verkniipft.

Naclh der Transfektion von E.coli JM 103 werden 6 weiBe Plaguas herausgelesen und mit Hilfe einer Restriktionskartierung
anelysiert.

Ein Isolat, bei dem die Verkniipfung zwischen de.n p-Galaktosidase Gen und dem Promotor des Kurhd 1 8-Endotoxingens aus
B.thurli.glensis korrekt erfolgt ist, wird ausgelesen und erhélt die Bezeichnung M 13mp8/Hinc-Hind.

MitHilfe eines DNA-Synthesoapparates {, APPLIED BIOSYSTEM DNA SYNTHESIZER ") wird ein Oligonukleotid synthetisiert, das
die folgende Sequenz aufweist:

(5') GTTCGGATTGGGATCCATAAG (3')

Dieses synthetische Oligonukleotid ist einer Region auf der M13mp 8/Hinc-Hind DNA komplementiir, die von Position 153 bis
Position 173 des K{urdh 1 5-Endotoxingens reicht (vgl. Formel I). Die oben wiedergegebene Oligonukleotidsequenz weist jedoch
in Position 162 und 163 ein ,Mismatch* gegeniiber der in Formel | wiedergagebenen Sequenz auf, wodurch es zur Ausbildung
einer BamHlI Restriktionsschnittstelle kommt. Die allgemeine Vorgehensweise bei der Mutagenese ist bei J.M. Zoller und
M.Smith (/43/J.M. Zoller and M.Smith; 19) beschrieben. Etwa 5 g einzelstréngiger M 13mp 18/Hinc-Hind Phagen DNA wird mit
0,319 phosphorylierten Obligonukleotiden in einem Gesamt-Volumen von 40l gemischt. Diese Mischung wird flir 5 Minuten
auf 65°C erhitzt, dann zuniichst auf 50°C abgekiihlt und anschlieBend allmihlich auf 4°C heruntergekiihit. Danach werden Puffer,
Nucleotidtriphosphate, ATP, T4-DNA-Ligase und das groe Fragment der DNA-Polymerase hinzugefiigt und iiber Nacht bei
15°C, wie beschrieben (/43/J.M. Zoller and M. Smith) inkubiert. Nach einer Agarosegel-lektrophorese wird zirkuldre
doppelstringige DNA gereinigt und mittels Transfektion in den E.coli Stamm JM 103 < 'ngeschleust. Alternativ dazu kann auch
der E.coli Stamm JM 107 verwendet werden.

Die resultierenden Plagues werden auf Sequenzen hin untersucht, die mit %2P-markiertem Oligonukleotid hybridisieren; die
Phagen werden mit Hilfe der DNA Restriktionsendonukleasen-Analyse untersucht.

Ein Phage, der eine korrekte Konstruktion enthilt, bei der “-heine BamHI Schnittstelle unmittelbar vor dem ersten AUG Kodon
des Protoxingens befindet, wird mit M13mp8/.dinc-Hind/Bam bezeichnet.

8.2 Verkniipfung des B-Galktosidasegens mit dem 5-Endotoxin-Promotor

8.2.1: Der 5-Endotoxin Promotor bafindet sich auf sinem 162 Bp umfassenden EcoRl/BamHI Fragment der M13mp 8/Hinc-Hind/
Bam-Phagen DNA. RF-Phagen DNA wird mit dem Restriktionsenzym BamHI verdaut. Die dadurch an den 5"-Enden entstehenden
Uberhinge werden durch Behandlung mit ,Mung Bean"-Nuklease {Biolabs) gemaR den Angaben des Herstellers entfernt.
Danachwird die DNA mit der Restriktionsendonuklease EcoRlverdautund das 162 Bp umfassende Fragment nach Durchfithrung
einer Agarosegelelektrophorese aus dem Agarosegel isoliert.

Das p-Galaktosidasegen wird aus dem Plasmid piWiTh5isoliert. piWiTh5 DNA wird zundchst an der einzigen Hindlll Schnittstelle
geschnitten. Die 3' ausgesparten Enden werden mit Hilfe des Klenow-Fragments der DNA Polymerase aufgefiillt (vgl./33/
Maniatis et al., 1983, Seite 113-114) und die modifizierte DNA wird anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Sall verdaut. Das
DNA-Fragment, welches das B-Galaktosidasegen enthilt wird mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese isoliert.

Der Vektor pX161 (vgl. Beispist 3) wird mit den Restriktionsenzymen EcoRl und Sall verdaut und die beiden zuvor isolierten
Fragmente warden in den Vektor pX|61 eingespleifit.

Nach der Tran~formation dieser Ligationsmischung in den E.coll Stamm HB 101 bzw. JM 107 werden die korrekt verkniipften
Zellklone mit | lilfe der Restriktionsanalyse und anhand ihrer B-Galktosidaseaktivitat gegenliber dem chromogenen Substrat
X-gal {5-Broin-4-chlor-2-indolyl-B-D-galaktosid) selektioniert. Ein Klon, der eine korrekte genstische Konstruktion enthélt wird
mit pXI80 bezeichnet.

8.2.2.: In einet alternativen Ausfithrungsforiv wird das 162Bp umfassende EcoRI/BamHI| Fragment, welches den &-Endotoxin
Promoter snthilt, durch Schneiden von M 13mp8/Hinc-Hind/Bam mit EcoRl und BamHl und anschlieRende
gelelektrophoretische Auftrennung isoliert.

Das p-Galaktodasegen wird auch in diesem Fall aus dem Plasmid piWiTh5 isoliert (vgl. Beispiel 8.1.). Die Plasmid DNA wit d dabei
mit den Restriktionsenzymen BamHI und BGIll verdaut und das grofen Fragment nach Gelelektrophorese aus dem Aga-osegel
eluiert.

Der Vektor phY 300 PLK (# PHY-001 Toyobo Co., Ltd., 2-8 Dojima Hama 2-Chome, Kita-ku, Osaka, 530 Japan), der kommerziell
bezogen werden kann (val. Beispiel 9.1.}, wird mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Bglll verdaut. Die beiden zuvor isolierten
Fragmente werden dann in den Vektor pHY 300 PLK eingespleift.

Die yesamte Ligationsmischung wird anschlieBend in den E.coli Stamm JM 107 {Bethesda Research Laboratories [BRL}, 411N,
Stonestrest Avenue, Rockville, MD 20850, USA) transformiert. Ein Klon, der eine B-Galaktosidasaktivitat aufweist wird weiter mit
Hilfe van Restriktionsverdauungen analysiert. Ein Klon, der eine korrekte genetische Konstruktion enthilt, wird mit PXI1101
bezeichnet.

8.3. Transformation des Plasmids pX180 bzw. pXi101 in B.subtilis und 8. thuringlensis .

pX180 bzw. pX1101 Plasmid DNA wird zunéchst gemaR einem bekannten, bei Chang und Cohen beschriebenen
Versuchsprotokoll {/13/Chang und Cohen, 1979), in B.subtilis Protoplasten transformiert.
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Ein korrekter Klon wird ausgelesen, die zu transformierende DNA mit Hilfe von Standardverfahren isoliert und via Elektreporation
(vgl. Beispiel 1) in B.thurlaglensis HD 1 cryB Zellen transformiert.

Die transformierten B.thuringlensis Zellen werden auf GYS-Agar (Sporulationsmedium), der X-gal als Zusatz enthalt,
ausplattiert.

Korrekt transformierte Klonen farben sich beim Einsetzen der Sporulation blau.

Ein B. thuringlensis HD 1 cryB Stamm, der mit dem pX|81 Vektor transformiert wird, bleibt dagegen unter den gleichen
Bedingungen weil3.

Die Restriktionsanalyse zeigt, daB bei korrekt transformierten Klonen ein intaktes pXi80 bzw. pX1101 Plasmid in den
B.thuringlensis Zellen vorlisgt.

1.4, p-Glaktosidasegen unter der Kontrolle ei1ies Sporulationsabh#inglgen Promotors

B.thuringiensis HD 1 cryB Zellen, die das pXIf 0 bzw. pX1101 Plasmid enthalten, werden wie zuvor beschrieben auf GYS-Medium
kultivizrt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wil rend der Wachstumsphase (sowohl wihrend der vegetativen Wachstumsphase als
auch wahrend der Sporulationsphase) wird ein B-Galaktosidase-Assay geméf: dem bei /44/J.H. Miller beschriebenen
Versu.hsprotokoll {,,Experiments in Molecular Genetics", Cold Spring Harbor l.aboratory, 1972, Experiment 48 und 49)
durchgefiihrt.

Die ei.azigan Unterschiede zu c'em oben erwiéhnten Versuchsprotokoll beziehen sich auf die Verwendung von X-gal als
chromogenes Substrat und auf die Messung des farbigen Hydrolyseproduktes, das von den Zellen nach etwa 1 Stunde gebildet
wird.

Die Zellen werden anschlieRend mit Hilfe einer Zentrifugation entfernt und die optische Dichte des Uberstandes wird bei einer
Wellenldnge von 650nm bestimmt (ODgso).

Es zeigt sich, daR die Zunahme der optischen Dichte in Abhéngigkeit von der Sporulation erfolgt. Die nicht-transformierten
B.thuringlensis Zellen kdnnen dagegen das chromogene Substrat X-gal nicht hydrolysieren.

Belspiel 9: Erstellon von Genbanken in Bacillus thuringlensis

9.1. Konstruktion van pXi200

Das Plasmid pXI200ist ein Deriva: des Plasmids pHY300 PLK, das von Toyobo Co,, Ltd. (#PHY-001; Toyobo Co., Ltd,, 2—-8 Dojima
Hama 2-Chome, Kita-ku, Osaka, 530 Japan) kommerziell bezogen werden kann. Plasmid pHY300, dessen Konstruktion in der
Europaischan Patentanmeldung EP 162725 beschrieben ist, enthlt sowohl ein Ampicillin {amp®)- als auch ein Tetrazyclin
{tetr™)-Res'istenzgen.

Das Plasmid pHY300 PLK wird mit Bgll und Pvul vollsténdig verdaut. Die resultierenden Restriktionsfragmante werden
anschlieBend mit Hilfe ainer Agarosgelelektrophorese aufgetrennt. Das 4.4 Kb Fragnient wird aus dem Agarosegel isoliert,
gereinigt und anschlieBend mit T4 DNA-Ligase religiert.

Der gesamte Ligationsansatz wird in E.coli HB101 transformiert. Nach Inkubation der transformierten E.coli HB101 Zellen bei
37°C auf einem selektiven L-Agar, der 20 ug/ml Tetrazyklin enthélt, werden die Tetrazyklin-resistenten (Tc'} Transformanten
selektioniert. Aus einem Amyicillin sensitiven (Ap®) Klon (100pg/m Ampicillin) kann dann ein Piasmid isoliert werden, das die
Pstl Schnittstelle im Ap'-Gen zusammen mit dem 0,3Kb umfassenden Pvul/Bgli Fragment verloren hat. Dieses Plasmid erhélt die
Bezeichnung pX1200.

9.2. Klonierung von Protoxingenen aus Bacillus thuringlensis var. kurstaki HDI in Baciilus thurigiensis HDI cryp

Die Gesamt-DNA (50pg) von Bacillus thuringiensis var. kurstaki HDI wird durch Inkubatiun mit den Restriktionsenzymen Pstlund
Hpal vollstindig verdaut. Die so gewonnenen Restriktionsfragmente werden auf einen kontinuierlichen Saccharosegradienten
(6% [w/v]-23% [w/v]) iibertragen und dort mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugation entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt
und in Fraktionen von je 500l gesammelt. Die Zentiifugation wird in einem TST 41-Rotor (Kontron Ausschwingrotor) bei max.
2,4 x 10°g (iber einen Zeitraum von 16 Stunden und bei einer Temperatur von 15°C durchgefiihrt. AnschlieRend werdenje 50pl
Aliguots zur Bestimmung der FragmentgroRe auf ein Agarosegel (0,8% [w/v] Agarose in Tris Acetat EDTA oder Tris BoratEDTA;
sicha/33/ Maniatis et al., 1982) libertragen. Diejenigen Fraktionen, welche Fragmente zwischen 3Kb und 6Kb enthalten werden
gepoolt und durch Ethanolfallung auf ein Volumen von 10ut konzentriert.

5ug des in Beispiel 9.1. beschriebenen , Shuttle” Vektors pX1200 werden mit den Restriktionsenzym Pst1 und Sma1 vollstandig
verdaut. Die 5'-Phosphatgruppen der resultierenden Restriktionsfragmente werden anschlieBend durch Behandlung mit
alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm entfernt.

0,2 1g bis 0,3 g der zuvor isolisrten HDI DNA werden anschlieBend mit 0,5}1g pX1200 vektor DNA vermischt und unter Zugabs
von 0,1U (sog. ,Weiss Units"; eine Einheit T4 DNA-Ligase entspricht einer Enzymaktivitét, die ausreicht 1nM [3%P) aus
Pyrophosphat bei einer Temperatur von 37°C und innerhalb eines Zeitraumes von 20 Minuten in ein Norit-absorbierbares
Material umzuwandeln) T4 DNA-Ligase iiber Nacht bei 14°C inkubiert. Der gesamte Ligationsansatz wird anschlieBend durch
Elektroporation (vgl. Beispiel 1) direkt in Bacillus thuringiensis HDI cryB-Zellen transforrniert. Die elektroporierten

B. thuringiensis Zellen werden dann auf einen selektiven Sporulationsagar, der 20 ug/ml Tetrazyklin als Selektionsmittel enthalt,
ausplattiert und bei einer Temperatur von 25°C bis zur vollstandigen Sporulation inkubiert.

9.3, Herstellung monoklonaler Antikérper gegen B.thuringiensis Protoxinprotein

Die Herstellung monoklonaler Antikérper gegen 5-Endotoxin aus Bacillus thuringiensis var. kurstaki HDI wird analog der
Beschreibung bei/36/ Huber-Lukag, (1984) baw. bei/37/ Huber-Lukat et al. (1986) durchgefiihrt.

Bei den fiir die Antikorperherstellung verwendeten Hybridoma-Zellen handelt es sich um Fusionsprodukte von Sp2/0-Ag
Myelomazellen {beschrieben bei/45/ Shulman et al., 1978; kann bei der , American Type Culturs Collection” in Rockville,
Maryland, USA bezogen werden) und Milzlymphozyten von BALB/c Mausen, die zuvor mit 8-Endotoxin und B.thuringiensis
kurstaki HDI im.. nunisiert wurden.

Auf diese Weise kénnen monoklonale Antikdrper erhalten werden, die spezifisch gegen das 5-Endotoxin von B.thuringiensis
gerichtet sind. Besondars bevorzugt sind monoklonale Antikérper, die entweder spezifisch an ein Epitop ir der M teriminalen
Halfte des Protoxin-Proteins binden (z.B. Antikorper 54.1 der Huber-Lukaé et al., 1986 Referernz) oder aber ein Epitopindemb -
Lepidopteren-aktiven Protoxinen konstanten Teil des Proteins, der C-terminalen Hélfte (z. B. Amikdrper 83.16 der Huber-Lukac et
al., 1986 Referenz), erkennen.

Es kénnen aber durchaus auch andere monoklonale oder auch polyklonale Antikdrper fiir das sich anschlieBende
Immunscrenning (vgl. Beispiel 9.4.) verwendet werden.
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9.4, Immunologisches Screening

Fur das immunologische Screening werden die gemaB Beispiel 9.3, hergesteliten oder andere gesignete monoklonalen
Antikorper verwendet,

Zunéchst werden die nach der Sporulation der B. thuringiensis Zellen frei vorliegenden Kristallproteine mit Hilfe von Transfer
Membranen (z. B. Pall Giodyne Transfer-Membran; Pall Ultr=‘ine Filtration Corporation, Glen Cove, N.Y.) gebunden, indem diese
fiir einen Zeitraum von etwa 5 Minuten auf die Platten aufgelegt warden. Die Filter werden danach 5 Minuten mit TBST Puffer
{0,05% [w/v] Tween 20, 10mM Tris/HCI [pH 8,0, 150mM NaCl in H,0 bidast.) gewaschen und anschlieBend fiir 15 bis 30 Minuten
zur Blockierung unspezifischer Bindungen in einem Gemisch aus TBST Puffar und 1% (w/v) Magermilch inkubiert.

Die sovorberesiteten Filter werden dann iiber Nacht mit dem Protoxinspezifischen Antikrpern (Antikérpergemisch aus 54,1 und
83,1,/37/ Huber-Lukat et al., [1986]) inkubiert. Die nicht gebundenen Antiképer werden durch dreimaliges Waschen des Filters
mit TBST Puffer wihrend jeweils 5 bis 10 Minuten entfernt. Zum Nachweis des Antikérpergebundenen Protoxins werden die
Filter mit einem weiteren Antikdrper inkubiert. Als sekunddrer Antikérper fungiert dabei ein mit alkalischer Phosphatase
markiarter Antikérper, der beispielsweise bei Bio-Rad (Katalog # 170-6520, Ziegen anti-Maus lgG{H+L)-alkalische Phosphatase
Konjugat} kommerzisll erworben werden kann. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten werden die nicht gebundenen
sekundaren Antikdrper, wie zuvor beschrieben, durch dreimaliges Waschen (jeweils 5 bis 10 Minuten) mit Filter mit TBST Puffer
entfernt. Ans-hlieBend werden die Filter mit einem Substratgemisch bestehend aus NBT {'p-nitro blue tetrazolium chloride;
Nitro-Blaues Tetrazoliumchlorid) und BCIP {6-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat-p-toluidin Salz] inkubiert. Die enzymatische
Reaktion wird gemaR den Angaben des Hersteller (Bio-Rad; 1414 Harbour Way South, Richmond CA, 94804, USA)
durchgefiihrt, ,

Positive, d.h. Protoxin-haltige Kione, konnen sehr einfach anhand ihrer violetten Farbung erkannt werden. Diese kommt zustande
durch die enzymatische Reaktion der alkalischen Phosphatase mit dem zuvor erwéhnten Substratgemisch. Aus der in

Beispiel 8.2, beschriebenen Transformation mit dem dort angegebenen Ligationsansatz resultierten zwischen 800 und

1000 Transformanten. Davon zsigen 2 Kolonien eindeutig positive Signale in dei zuvor beschriebenen Enzymreaktion.

Aus positiven Klonen, bei denen anhand der beschriebenen Enzymreaktion eine Expression des Protoxingens nachgewiesen
werden konnte, wird Plasmid DNA isoliert. Mit Hilfe der Restriktionsanalyse u-1d durch Vergleich mit bekannten
Restriktionskarten kdnnen die klonierten Protoxingene weiter charakterisiert und schlieBlich identifiziert werden.

Beide Kione enthalten ein rekombinantes Plasmid mit sinem Insert von 4.3 Kb. Die folgenden Restriktionsverdauungen mit
Hindlll, Pvull, EcoRl und Xbal erlauben eine Identifizierung des Gens auf dem Insert durch Vergleich mit den bekannten
Restriktionskarten der Endotoxingene aus B. thuringlensis var kurstaki HD1. Es handelt sich in beiden Féllen um das kurhd1 Gen,
das auch als 5.3Kb Protoxi:.qen bekannt und bei/5/ Geiser et al., 1986 beschrieben ist.

Dieses direkt in B, thuringiensis klonierte und mit Hilfe eines immunologischen Screenings identifizierte Gen hybridisiert dariiber
hinaus mit einem 1847 Bp umiassenden BamHI/Hindlll Fragment des 5.3Kb Gens im Plasmid pK 36/5/ Geiser et al., 1986). Im
SDS/PAGE zeigen beide Klone eine fiir das Protoxin typischen Bande von 130000 Dalton, die im Western Blot/46/ Towbin et al.,
1979j spezifische mit den zuvor beschriebenen {siehe Beispiel 9.4.) monoklonalen Antikérpern reagieren.

Tabellen

Tabelle 1:
EinfluB der Inkubationszeit bei 4°C vor und nach der Elektroporation auf die Transformationsfrequenz. B. thuringiensis HD1 cryB
wurde mit Hilfe der Elektroporationsmethode mit 0,2y1g pBC 16 pro Ansatz transformiert

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8

Vorinku-
bation*
(Minuten) 0 5 10 20 20 20 20 20

Nachinku-
bation**
{Minuten) 20 20 20 20 0 5 10 20

Transfor-

mations-

frequenz

(Trans-

forman-

ten/ug

Plasmid

DNA) 2,6 108 2,1x10° 2,2x10% 2,3x108 2,5x% 108 1,9 x 108 3,3x10° 1,7 %108
* Inkubation bei 4°C zwischen der Zugabe von DNA und der Elektroporation.

** Inkubation bei 4°C zwischen der Elektroporation und dem Beginn der Expressionsperiode.




Tabelle 2:
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Expression der Tetracyclin Resistenz van pBC 16 nach der Transformation in B. thuringiensis HD1cryB. B.thuringlensis HD1 cryB
wurde mit pBC16 Plasmid DNA unter Verwendung des erfindungsgeméBen Elektroporationsprotokolls transformiiert. Nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten in LB Medium bei 30°C werden die transformierten Zellen durch Ausplattierung auf LB Agar,

der 20ug/ml Tetracyclin enthilt, selektioniert.

Expressionszeit Transformations- Anzahllebender
der Tetracyclin- frequenz(Trans- Zellen

resistenz (Stunden) formanten/jug DNA)

05 0 4 x10°

1 1,6 x 10° 10°

2 8,8 x 10° 1,4%10°

3 8 x10° 1,6 x 10°

Tabelle 3;
Transformation des B. thuringlensis Stammes HD1 ¢ryB mit verschiedenen Plasmiden
Plasmid Herkunft " Resistenzmarker" Transformations-?#
Referenz gram negativ gram positiv frequenz
nattirlich vorkommende Plasmide
pBC16 B.cereus - Te 1,9 % 108
pUB110 Staphylococcus Km, Ble 3,3 % 105+
aureus -
pC194 S.aureus - Cm 6 x10%*
pIM13 B.subtilis - Em 1,8 x 10°
modifizierte Plasmide/Klonierungsvektoren
pBD64 pUB110
replicon - Km,Cm 5 x10°
pBD347 p!MI 3 repli-
con, - Cm 2,9%x10°
pBD348 pIMI 3 repli-
con, - Em.Cm 1,1 x 10°
pUB1664 pUB110repli-
con, - Cm,Em 3,5x%10*
«shuttle” Vektoren
pHV33 pBR322/pC194, Amp, Tc Cm <50*
pK61 pUC8/pBC16, Amp Te 2,8x10*

1 Tc: Tetrazyklin; Km: Kanamyzin; Ble: Bleomyzin; Cm: Chloramphenicol; Em: Erythromyzin.
2 Samtliche Plasmid DNA stammt aus B.thuringlensis HD1 cry5 mit Ausnahme von * iso'iert van B. subtilis LBG4468.

Tabelle 4:

Biotest von B.thuringiensis HD1 cryB und HD1 cryB (pXI 93) gegen Heliothis virescens.
Sprithgetrocknete sporulierte Kulturen (Sporen und [sofern vorhanden] Protoxinkristalle) wurden in den angegebenen Mengen

der Didt von L-1 Larven von Heliothis virescens beigemischt.

Konzentrationvon Mortalitat (%) von H. virescens

Sporen und Protoxin- verursacht durch:

kristallen {ug/g Diat)

HD1cryB HD1 cryB (pX193)
200 0 57
100 0 43
50 3 27
25 0 10
12,5 0 0
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Tabelle 5:
Transformierbarkeit von Stimmen von B, thuringlensls, B. cereus und B.subtllis, Alle Stimme wurden nach der in Beispiel 1
geschilderten Elektroporationsmethode mit dem Plasmid pBC16 transformiert.

Stamm Transformations-"
Frequenz

B.thuringiensis var. kurstaki

HD1cryB LI

HD1 dipel 0,25

HD1-9 09

HD73 0,1

HD 191 0,5

B.thuringiensis var. thurigiensis

HD 2-D6-4 13,8

B.thuringlensis var. israelensis

LBG B-4444 2,6

B.cereus

569K 75

B.subtilis

LBG B-4468 0,0002

1 relative Werte bezogen auf die als 1 dufinierte Transformationsfrequenz, die mit B, thuringlensis var. kurstaki
HD1 cryB erzielt wird.

Hinterlegung von Mikroorganismen

Von jedem der im folgenden aufgelisteten Mikroorganismen, die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet werden,
wurde eine Kultur bei der als internationale Hinterlagungsstelle anerkannten , Deutschen Sammlung von Mikroorganismen* in
Braunschweig, Bundesrepublik Deutschland, entsprechend den Anforderungen des Budapester Vertrages fiir die Internationale
Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen zum Zwecke der Patentierung, hinterlegt. Eine Erkldrung zur
Lebensfahigkeit der hinterlegten Proben wurden durch die besagt Internatione Hinterlegungssstelle ausgefertigt.

Hinterlegung von Mikroorganismen

Mikroorganismen Hinterlegungs- Hinterlegungs- Datumder

datum Nummer Lebensféahigkeits-
bescheinigung

HB 101 (pK36) 4, Mérz 1986 DSM 3668 7.Mérz 1986

(E.coliHB101

transformiert

mit pK36

Plasmid DNA)

*HD1 cryp 4.Mai 1988 DSM 4574 4, Mai 1988

(Bacillus thu-
ringlensis var.
kurstakiHD1 cry8

*HD1cryf (*pK61) 4. Mai 1988 DSM 4572 4.Mai1988
(B.thuringiensis

HD1 cryB transfor-

miert mit *pK61

Plasmid DNA)

*HD1 cryB (*pK 93) 4. Mai 1988 DSM4571 4.Mai1988
(8.thuringiensis

HD1 cryB transfor-

miert mit *pK93

Plasmid DNA)

569K 4. Mai 1988 DSM 4575 4. Mai 1988
{Bacillus cereus
569K)

569K (*pK 93) 4, Mai 1988 DSM 4573 4. Mai 1988
(B. cereus 569K

transformiert mit

*pK93 Plasmid DNA)
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Die im Prioritdtsdokumert fiir die Benennung der Plasmide gewihlte interne Bezaichnung pK wurde fiir die Auslandsfassung
durch die offiziell anerkannte Bezeichnung pXl ersetat,

Auch die Bezeichnung fiir die im Rahmen der Ausfiihrungsbeispiele verwendete asporogene B.thuringlensis HD1 Mutante
wurde von cryf nach cryB gedindart.
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